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Resumo

A crescente morbimortalidade relacionada as doencas crénico-degenerativas néo
transmissiveis como cancer, diabetes, hipertensdo, doencas coronarianas e
obesidade representa uma forte ameaca a saude humana. Essas doencas tém sido
apontadas como as maiores causas de morte no mundo, sendo responsaveis por
um numero estimado de 35 milhBes de mortes a cada ano, em torno de 60% de
todas as mortes a nivel mundial, dados que apontam para a necessidade da adoc¢éo
de medidas que visam a prevencdo e a cura das mesmas. Tendo em vista as
propriedades funcionais da linhaca e as diferentes formas de consumo da mesma,
este estudo ter4 por objetivo verificar o efeito da suplementacdo de dietas
hipercolesterolémicas com O6leo, farelo desengordurado e semente de linhaca
triturada, em duas concentracdes, sobre os parametros fermentativos e metabolismo

lipidico de ratos.



1 Introducao

A crescente morbimortalidade relacionada as doengas cronico-degenerativas
nao transmissiveis como cancer, diabetes, hipertensdo, doencas coronarianas e
obesidade representa uma forte ameaca a saude humana. Essas doencas tém sido
apontadas como as maiores causas de morte no mundo, sendo responsaveis por
um numero estimado de 35 milhdes de mortes a cada ano, em torno de 60% de
todas as mortes a nivel mundial, dados que apontam para a necessidade da adoc¢éo
de medidas que visam a prevencéo e a cura das mesmas (WHO, 2008).

A populacdo mundial vem demonstrando crescente preocupagcdo com a
alimentacdo e seus constituintes (MARQUES, 2008), uma vez que o tipo e a
qualidade da alimentacdo consumida tém sido mencionados no conjunto dos fatores
de relevancia para a prevencdo de algumas doencas cronico-degenerativas néo
transmissiveis (LIMA et al., 2000; ALMARIO et al., 2001; CINTRA et al., 2006).

Dessa forma, ndo raro, pesquisas apontam que maior ou menor ingestao de
certos alimentos pode prevenir ou tratar doencas. Esta realidade tem incentivado a
indUstria alimenticia a investir em produtos saudaveis e nos alimentos com
propriedades funcionais. Entre os alimentos com estas caracteristicas, de acordo
com Marques (2008), encontra-se a linhacga (Linum usitatissimum).

Esse grédo oleaginoso, de cor marrom ou amarelo dourado é rico em &cidos
graxos poliinsaturados a-linolénico (ALA) e, em menor quantidade, linoléico (AL),
além de conter teores significativos de proteina vegetal, lignanas, fibra alimentar
solavel e insoltvel, goma ou mucilagem, acidos fendlicos, flavonéides, &cido fitico,
vitaminas e minerais. Essas substancias conferem propriedades funcionais a
linhaca, em funcdo dos beneficios que proporcionam a saude (CHEN et al.; 2007,
COLLINS et al.; 2003).

Os teores de fibra alimentar (FA) presentes na linhaca s&o bastante
significativos, pois ela contém 28% de fibra alimentar total, das quais 75% sao
insollveis e 25% soluveis, sendo as principais fragcdes de fibra compostas por
celulose, mucilagens e lignina (MORRIS, 2001).

As fibras sdo componentes da dieta que n&o sofrem digestao no trato superior
do sistema digestdrio, ao atingirem o célon, podem ser utilizadas como substrato

para a fermentacdo pela microflora bacteriana. A fermentagcédo coldnica caracteriza-
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se pela utilizacdo anaerdbia destes substratos, com a consequente formacdo de
diversos produtos, que promoverao diferentes efeitos fisioldgicos locais e sistémicos
(MATIAS, 2007). Destacam-se como 0s principais alguns gases (dioxido de carbono,
hidrogénio e metano), agua e acidos graxos de cadeia curta, sendo 0s mais
importantes o acido acético, o propiénico e o butirico (GONI, 2001).

Os acidos graxos de cadeia curta estdo relacionados com a manuten¢do do pH
intestinal, com o trofismo da mucosa colbnica e a protecdo da microbiota normal
evitando, dessa forma, o crescimento de bactérias patogénicas (GRECA, 2003).

Evidéncias da literatura mostram que a mucosa do intestino delgado pode
absorver acidos graxos de cadeia curta (AGCC), dentre esses, 0 butirato,
especialmente, € o melhor combustivel para colondcitos contribuindo com 70% de
energia para as células da mucosa do célon, o que contribui para uma mucosa mais
resistente a patégenos e carcinégenos (COOK, 1998).

O acido acético, produzido na fermentacdo colbnica, apos ser absorvido, €
transportado pela veia porta até o figado, sendo utilizado perifericamente como fonte
de energia e como estrutura para sintese de acidos graxos de cadeia média e longa.
Na auséncia de carboidrato pode ser utilizado como substrato para a
gliconeogénese (GONI, 2001).

Ja& o &cido propidnico é um importante precursor de rotas biossintéticas como a
gliconeogénese. Além disso, o0 acido propiénico atua inibindo a enzima hidroxi-metil-
glutaril coenzima A redutase (HMG-Co0A redutase) importante enzima relacionada a
sintese de colesterol nos hepatdcitos, (TODESCO e col., 1991; FAO/WHO, 1998).

Considerando que as doencas cardiovasculares tém se destacado por serem as
principais causas de morte e incapacidade no mundo ocidental (RIEDIGER et al.,
2009), e entre um dos principais fatores de risco encontram-se as dislipidemias
(LIMA, 2000), torna-se de suma importancia avaliar a funcéo hipocolesterolémica da
linhaca. Estudos tém mostrado que a fibra alimentar soltvel contida neste grédo pode
contribuir para a reducéo dos niveis de colesterol plasmatico através da inibicdo da
absorcdo intestinal de colesterol e acidos biliares (MATIAS, 2007). O efeito
hipocolesterolémico da linhagca também é atribuido a presenca de acido a-linolénico
e lignanas (BHATHENA et al., 2003).

As pesquisas tém mostrado resultados mais evidentes na reducdo do risco
cardiovascular para o consumo das sementes oleaginosas ao invés do Oleo

produzido a partir delas, isso se deve pelo fato de que além da fonte de &cidos
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graxos benéficos (poli e monoinsaturados), elas sédo fontes de outros nutrientes que
podem auxiliar na reducdo do risco para doenca cardiovascular, como fitosterois,
fibras soltveis, minerais e proteina vegetal (SALES, 2009).

Tendo em vista as propriedades funcionais da linhaca e as diferentes formas de
consumo da mesma, este projeto tem por objetivo verificar o efeito da
suplementacdo de dietas hipercolesterolémicas com 0leo, farelo desengordurado e
semente de linhaca triturada, em duas concentracdes, sobre 0s parametros

fermentativos e metabolismo lipidico de ratos.



2 Hipdtese

A linhaca possui atividade hipocolesterolémica, por meio de mecanismos que
reduzem o colesterol plasmético e hepético e que aumentam a excre¢do de gordura
pelas fezes. Devido ao alto de teor de fibras, esse grao produz aumento do bolo
fecal, formacdo de acidos graxos de cadeia curta pela fermentacdo das fibras e

consequente diminuicdo do pH do célon.



3 Objetivos
3.1 Objetivo geral

Este estudo tera como objetivo investigar a acdo fisioldgica, causada pela
suplementacao de dietas hiperlipidicas com 06leo, farelo desengordurado e semente
de linhaca triturada, em duas concentragdes, nos parametros fermentativos e no

metabolismo lipidico, em ratos adultos.

3. 2 Objetivos especificos

Investigar o metabolismo glicidico e lipidico por meio de:

- Analise de glicemia de jejum,;

- Quantificacéo de gordura peritoneal,

- Quantificacdo de colesterol total, triacilglicerois, fracdes HDL-colesterol, LDL-
colesterol e VLDL-colesterol no plasma,;

- Determinacéo de lipideos e colesterol totais hepaticos;

- Quantificacdo de acidos biliares, colesterol total e lipideos totais excretados nas
fezes.

Investigar a acédo fermentativa do 0leo, farelo e linhaca triturada por meio de:

- Determinacéo do peso do conteudo cecal,

- Analise de pH do conteudo cecal;

- Quantificagcdo dos acidos graxos de cadeia curta (acetato, butirato e propionato) no
conteudo cecal,

- Verificacdo do peso das fezes Umidas e dessecadas;

- Determinacdo das fracdes de fibras soluvel e insoluvel nas fezes.



4. Revisao da literatura

4.1 Linha(;a (Linum usitatissimum)

A linhaca (Linum usitatissimum) € uma semente oleaginosa, proveniente de uma
planta, pertencente a familia das Linaceas, que apresenta um talo principal, da onde
saem varios ramos nos quais nascem as folhas, as flores e as capsulas. Tem
aproveitamento pela industria em quase sua totalidade. Seu caule € utilizado pela
induUstria para a producao do linho, tecido utilizado para a confec¢do de roupas. Da
sua semente é extraido o Oleo, utilizado para a fabricacdo de tintas, resinas e
também na industria alimenticia (TRUCOM, 2006).

No Brasil o cultivo da linhaca € mantido por descendentes de imigrantes
poloneses e alemées, e se restringe basicamente ao Rio Grande do Sul, mais
especificamente ao noroeste gaucho, uma vez que é preciso clima frio, em torno de
0° até 2°C, para que ocorra a floragdo. Seu plantio ocorre no inverno e a colheita nos
meses do verdo. E de facil cultivo, sendo muitas vezes realizado no processo de
rotacdo das culturas, com a finalidade de recuperar terras e evitar o desgaste e a
erosdo do solo, aproveitando a adubacéo residual do milho e da soja (TRUCOM,
2006).

A linhaca possui 40% de peso em Oleo, dos quais 70% sdo poliinsaturados
(PUFASs). O acido a- linolénico (w-3) constitui mais de 50% desses lipidios. Assim, a
linhaca é considerada o alimento de origem vegetal mais rico em w-3, 0 que vem
despertando o interesse em estudos sobre seus possiveis efeitos funcionais (DAUN
et al, 2003; STAVRO et al, 2003). Além disso, é fonte de fibras alimentares, possui
cerca de 30% de fibras, das quais 75% sao insoluveis que atuam com efeito laxativo
e 25%, soluveis cuja principal funcéo é auxiliar na reducao do colesterol plasmatico
(AHMED, 1999; PAYNE, 2000).

Contém cerca de 20% de proteinas, apresentando a lisina, a metionina e a
cisteina como aminoacidos limitantes, 4% de cinzas e 6% de umidade. E
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considerada um alimento de alta densidade energética (DAUN, et al., 2003;
STAVRO, et al., 2003) fonte de vitamina E, vitaminas do complexo B e vitamina C, e
posSsui como principais minerais o potassio e o fésforo (DAUN, et al., 2003).

Devido as caracteristicas da sua composicao, esse grao tem sido amplamente
investigado e classificado como alimento com propriedade funcional (PAYNE, 2000;
OOMAH, 2001; RAFTER, 2002).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) regulamentou os
alimentos funcionais por meio das Resolucbes 18/99 e 19/99. Entre os pontos
abordados, destaca-se que nenhum alimento comercializado possa fazer referéncia
a cura ou a prevencao de doencas, sendo aceitos somente os termos “reducéo de
risco” e “beneficios a saude” (BRASIL, 1999a; BRASIL, 1999b).

Em vista disso, e de que esse grao pode ser consumido de diversas formas (in
natura, inteiro ou moido), acrescentado diretamente sobre alimentos ou mesmo ser
utilizado como ingrediente na preparacdo de diferentes produtos alimenticios, muitos
estudos tem sido realizados com a linhaca ou com os produtos derivados da mesma
como por exemplo, Oleo, farelo e goma afim de investigar suas propriedades
(VILLARROEL, et al., 2006).

A correlacdo entre ingestao da linhaca e redugéo do risco cardiovascular, pela
reducdo do colesterol sanguineo e da fragdo LDL (lipoproteina de baixa densidade)
tem sido investigada. Os resultados evidenciaram que a linhaga possui componentes
que auxiliam na reducao do colesterol, como as fibras sollveis, acidos graxos w-3 e
precursores das lignanas, as quais possuem grande potencial antioxidante
(STAVRO, et al., 2003).

Vanharanta (1999) demonstrou associacao inversa entre a concentracao serica
de lignanas e o risco agudo de doenca cardiovascular. Esse beneficio foi atribuido
ndo somente a presenca de lignanas, mas em grande parte ao tipo e quantidade de
fibras presentes na linhaca.

Bhathena (2003), comparando o efeito protetor da soja e da linhaca em modelo
animal com hipertrigliceridemia e esteatose hepatica, verificou reducdo tanto dos
triacilglicerdis plasmaéticos, quanto da fracdo LDL colesterol, com manutencdo do
HDL colesterol e menor deposi¢do de lipidios no figado do grupo com ingestdo de
linhaca.

Cintra et al. (2006) testaram o efeito do consumo de dieta hiperlipidica a base de

Oleo de soja, truta, semente de linhaga, amendoim e pele de frango, em ratos Wistar,
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durante 28 dias. No grupo que ingeriu a linhaca, foi verificada a maior redugcao dos
niveis de colesterol total e de triacilgliceréis, maior excre¢éo fecal de lipidios e menor
deposicdo de colesterol no figado, resultado este comparavel ao observado por
Bhathena (2003).

Dessa forma, € comprovado que a ingestdo da linhaca reduz os riscos de
doenca cardiovascular. Tais efeitos podem ser atribuidos a um conjunto de fatores,

como fibras, lignanas e acidos graxos w-3, presentes na sua Composicao.

4.2 Propriedades das fibras de linhaca  (Linum usitatissimum)

Varias definicbes vém sendo, ao longo dos anos, propostas para definir fibras,
no entanto ainda ndo existe um consenso entre as organiza¢des internacionais a
respeito do tema (DE VRIES e RADER, 2005).

No ano de 2000 a definicdo recomendada pela AACC (American Association of
Cereal Chemists) estabelecida em comité é a seguinte: “Fibra alimentar (FA) € a
parte comestivel de plantas ou carboidratos analogos que sao resistentes a digestao
e absorcdo no intestino delgado com fermentagcdo completa ou parcial no intestino
grosso. Fibra alimentar inclui polissacarideos, oligossacarideos, lignina, e
substancias vegetais associadas. Fibra alimentar promove efeitos fisiologicos
benéficos incluindo laxativo e/ou atenuacgéo de colesterol sanguineo e/ou atenuacao
de glicemia” (AACC, 2000).

Em pararelo, também no ano de 2000, a Divisdo de Alimentos e Nutricdo do
Instituto de Medicina (Institute of Medicine - IOM) da Academia Nacional norte
americana formou um painel de discusséo que propds 2 definicdes para englobar os
carboidratos ndo digeriveis. Em 2002 surgiu o termo “fibra funcional”, sendo assim,
“fibra alimentar consiste de carboidratos ndo digeriveis e lignina que sao intrinsecos
e intactos em plantas; fibra funcional consiste de carboidratos ndo digeriveis
isolados adicionados aos alimentos que exercem efeitos fisiolégicos benéficos em
humanos. Fibra total caracteriza-se pela fusdo de fibra alimentar e fibra funcional”
(DE VRIES e RADER, 2005; JONES, et al., 2006).

A fibra alimentar do gréo de linhaca apresenta boa proporcéo entre fibra sollvel
e insolavel. A FA possui um papel fundamental na regulacéo da dinamica do transito
gastrointestinal e na formacgéo e eliminacdo das fezes (RUIZ-ROSO, 2001), esse

efeito é atribuido a fibra insolGvel, que tem capacidade de reter agua o que contribui
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para o aumento do volume fecal consequientemente diminuicdo do tempo de transito
das fezes no trato intestinal. O efeito laxativo é atribuido a distensdo das paredes do
coélon, pelo aumento da massa fecal, que estimula os mecanorreceptores colonicos e
0s movimentos peristélticos do intestino (CAMPOS, 1999). Por outro lado, sabe-se
qgue as fibras solUveis sdo em parte fermentadas pelas bactérias do célon e que
desempenham, no organismo, atividades hipoglicemiante, hipocolesterolémica e
hipotrigliceridémica, além de atuarem na prevencao da obesidade, aumentando o
poder de saciedade da refeicdo e ativando o metabolismo (RUIZ-ROSO, 2000;
FILISETTI, 2007).

A goma ou mucilagem, por sua vez, € um polissacarideo heterogéneo, formado
por xilose, arabinose, glicose, galactose, acido galacturénico e ramnose que compde
aproximadamente 8% do peso do grdo e geralmente é extraida da torta de linhaca
(CHEN, et al., 2006).

4.3 Efeitos de acidos graxos de cadeia curta proven ientes de

Iinhaga (Linum usitatissimum)

Acidos graxos de cadeia curta (AGCC) s&o AG organicos com 1 a 6 carbonos
gue constituem os principais anions do contetdo colénico. Dos AGCC formados no
célon, 95% compreendem o acetato (2C), propionato (3C) e o butirato (4C), que séo
produzidos numa razado molar relativamente constante de 60:25:15, respectivamente
(ROWE, 1992).

Os AGCC séao produzidos a partir da degradacéo bacteriana de carboidratos e
proteinas da dieta, sendo que os principais substratos fermentaveis do célon sdo o
amido e as fibras dietéticas (GONI,2001).

Somente no final do século XX foram realizados estudos clinicos sobre a
absorcdo e metabolismo envolvendo os AGCC (CAMPOS, 1999), esses estudos
concluiram que a deficiéncia leve de AGCC determina inicialmente alteracdes
funcionais (diminuicdo da absor¢cdo) que podem progredir para alteracbes
morfologicas (hipoplasia) quando esta deficiéncia € mais intensa ou prolongada.

E sabido que os AGCC exercem papel fundamental na fisiologia normal do
cOlon, onde constituem a principal fonte de energia pra o colondcito, estimulam a

proliferacéo celular do epitélio, o fluxo sanguineo visceral e aumentam a absorcao
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de agua e sédio da luz intestinal (SHEPPACH, 1992). Desta forma, os AGCC
exercem efeitos tréficos sobre o intestino delgado e grosso.

A fermentacdo bacteriana tem efeitos metabdlicos importantes na fisiologia
colonica. (CAMPOS, 1999). A carga fermentavel que chega ao colon diariamente
varia de 30 gramas (20 g de fibras/10 g de amido) a 80 gramas (40 g de fibras/40 g
de amido) dependendo da quantidade e tipo de carboidrato na dieta. Esta carga
produz, por meio da fermentacao bacteriana, 300 a 800 mmol da AGCC nas fezes,
capazes de formar 90 a 240 kcal, que representam 5 a 10% das necessidades
energeéticas totais do organismo. Mecanismo que talvez exer¢ca um papel importante
na manutencao do peso observada em alguns estudos.

Edralin (2002) observou que a ingestédo de linhaca (40g/dia) por voluntarios com
menos de 65 anos, durante 3 meses, ndo promoveu alteracdo do peso. Porém, no
grupo controle (consumo de dieta a base de trigo, 40g/dia) foi observado ganho de
peso, 0 que sugere um efeito protetor da linhaga na manutencdo do peso corporal.
Os resultados do estudo de Dodin (2006) concordam com o citado anteriormente,
neste estudo também foi ingerido 40g/dia de linhaca contra 40g/dia de germe de
trigo porém o periodo de duracgéo foi de 12 meses.

O mesmo efeito na manutencgéo do peso corporal foi verificado por Cintra (2006),
qgquando comparou a ingestdo da linhaca com amendoim, em ratos Wistar, neste
estudo os animais foram divididos em grupos distintos para comparacéo da linhaca e
do amendoim.

Os mecanismos pelos quais a linhaga pode atuar na manutencédo do peso
corporal requerem maiores investigacoes.

Especificamente em relacdo ao colon, os AGCC constituem fonte fundamental
de substrato energético, sendo que o butirato € reconhecido como a principal fonte
de energia ao colondcito (NASSRI, 2008). Em ordem de preferéncia, os colondcitos
metabolizam preferencialmente o butirato, propionato, acetato.

Em relacdo ao metabolismo nitrogenado, os AGCC diminuem a absorcdo de
amonia (pela diminuicdo do pH), efeito com implicagbes importantes em pacientes
com encefalopatia e insuficiéncia renal. A adicdo de fibras fermentaveis a dieta
diminui a glicemia e a necessidade de insulina em diabéticos, por mecanismos
relacionados a metabolitos dos AGCC. Outros efeitos incluem diminuicdo do

colesterol sérico (propionato) e propriedade antibacterianas, prevenindo o
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estabelecimento de bactérias patogénicas como espécies de Salmonella
(ROYALL,1990).



5 Materiais e métodos

O experimento serd executado no Laboratorio de Grados do Departamento de
Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial, Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel e no
Laboratorio de Nutricdo Experimental da Faculdade de Nutricdo, UFPel Pelotas/RS.

O presente estudo trata-se de um subprojeto do projeto Influéncia da linhaca
(Linum usitatissimum) nos niveis de colesterol e na atividade antioxidante em ratos
hipercolesterolémicos. Este trabalho ja possui aprovacdo pelo Comité de Etica da
UFPEL (processo 23110. 000472/2010-09 CEEA 0472) (Anexo 1). Serdo tomadas
todas as medidas necessarias para o bem-estar dos animais, conforme
recomendacao do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), descritas

no Manual sobre Cuidado e Usos de Animais de Laboratorio (NRC, 2003).

5.1 Materiais
5.1.1 Obtencéao e pré-tratamento

5.1.1.1 Linhaga, farelo e dleo de linhaca

Os graos de linhaca, espécie Linum usitatissimum, do tipo marrom, o farelo e o éleo
serdo provenientes, por doacdo, da Industria de Oleos Vegetais Pazze Ltda
(Panambi, RS, Brasil).

O farelo da linhaca serd desengordurado com hexano na proporcao 1:4 (m/v),
homogeneizado e mantido em repouso por 24 horas, antes de ser filtrado em manta
de algodéo para retirada do solvente. Esse procedimento sera repetido 6 vezes
consecutivas. Para evaporacdo do excesso de solvente o farelo permanecera em
capela sob exaustdo durante uma noite, posteriormente acondicionado em estufa
ventilada a 40°C, durante 6 horas para total evaporagao do solvente. O farelo seco e
desengordurado sera acondicionado em sacos plasticos e mantido sob refrigeracéo

(8 a 10°C) até a elaboracédo das dietas.

5.1.2 Animais para experimentacao

Serdo utilizados ratos adultos, com 60 dias de idade, fémeas (Rattus
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norvegicus), da cepa Wistar/UFPel, pesando em média 200 a 300g, provenientes do

Biotério Central da Universidade Federal de Pelotas/RS.

5.1.3 Ingredientes para as dietas
» Caseina pura (Synth)
* Amido de Milho (Comercial)
« Oleo de soja (Comercial)
* Fibra — hemicelulose (Microcel)
» Tetra-butilhidroguinona (Sigma)
» L-Cistina (Sigma)
» Bitartarato de colina (Sigma)
e Mix mineral (Formulado no laboratério com reagentes das marcas Sigma e
Merck)
* Mix vitaminico (Farmécia de manipulacao)
* Banha (Comercial)
» Colesterol (Sigma)

« Acido célico (Sigma)

5.2 Métodos
5.2.1 Ensaio Biolégico

Serd realizado ensaio biolégico com 48 ratas fémeas cepa Wistar/UFPel,
divididas e distribuidas aleatoriamente em 8 grupos de 6 animais cada grupo, com
dieta e agua fornecidas ad libitum.

Os animais serdo mantidos em gaiolas metabdlicas individuais, com as seguintes
caracteristicas: medidas 27x19x20cm, produzida em arame de aco Inox Aisi 304
com polimento eletrostatico, com pés de 35 cm de altura; comedouro tipo tunel e
bebedouro de polipropileno com capacidade para 300 mL, rolha de borracha anti-
acida e bico de aco inoxidavel curvo, além de funil para recep¢éo das fezes e becker
para coleta de urina (Modelo MA122 - Marca Beiramar).

Os animais serdo mantidos no Laboratorio de Ensaios Bioldgicos da Faculdade
de Nutricdo da UFPel, com temperatura e umidade relativa de 23 + 1°C e 50 - 60%,
respectivamente, com ciclo claro/escuro de 12 horas. O estudo tera duracédo de 54

dias, sendo 4 dias de adaptacao e 50 dias de tratamento.
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Serdo coletas fezes por dois periodos distintos e armazenadas em freezer
comum.

Ao final do experimento, apds jejum de 12 horas, os animais serdo submetidos a
eutanasia por decapitacdo para a retirada do figado, gordura peritoneal, ceco e
conteudo cecal.

As amostras de sangue serdo coletadas em tubos de ensaio e centrifugadas a
3500rpm, a temperatura ambiente, por 10 minutos, sendo o plasma separado e
armazenado a -18°C, até analise das fracoes lipidicas (DONGOWSKI, et al.; 2002).
A medicao da glicemia sera realizada em glicosimetro Advantage Rochell, utilizando
uma gota de sangue coletado em seguida da eutanasia.

Os animais serdo laparotomizados para a coleta do figado, sendo este lavado
com soro fisiologico e seco com gaze. O figado sera pesado e separado em trés
partes, das quais duas serdo congeladas separadamente, sendo uma para a
quantificacdo dos lipideos hepaticos e outra para analise histologica. O 6rgao sera
mantido a -80°C (ultralow freezer-Nuire Inc, MN, USA). Uma terceira parte sera
armazenada em formol 10% para analises histolégicas posteriores.

Os cecos completos (com contedado) serdo delimitados e pesados. Na
sequéncia, o pH do conteudo do ceco sera aferido por meio de uma pequena incisdo
na parede do 6rgdo, onde serd introduzido eletrodo portétil de calibre de 5mm de
diametro. O conteddo do ceco sera entdo coletado em tubos tipo Falcon e
imediatamente congelado a -80T para posterior quan tificacdo dos acidos graxos de
cadeia curta. Os cecos serdo entdo lavados com soro fisioldgico, secos
cuidadosamente com gaze e pesados. Em seguida serdo identificados e
armazenados por imersdo em formol 10%, mantidos a temperatura ambiente para
futuras analises histolégicas (KIM, et al., 1998; ADAM, et al., 2001; DONGOWSKI, et
al., 2002).

Todo o material biol6gico nédo utilizado no experimento sera descartado segundo
as Normas de Seguranga Laboratorial.

5.2.2 Dietas

5.2.2.1 Composicao centesimal da linhaca e farelod esengordurado

A composigdo centesimal serd determinada em amostras da linhaga e do farelo
desengordurado segundo o0s respectivos procedimentos recomendados pela
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Association of Official Analytical Chemistry (1995), sendo a determinacdo de
carboidratos realizada segundo Dubois, 1956 e comparada com o calculo do
conteudo de carboidratos obtido pela diferenca entre 100% e a soma dos demais
macronutrientes. A analise centesimal determinara os teores de proteina, umidade
e cinzas, segundo os procedimentos descritos no manual da AOCS. Lipidios totais
serdo determinados pelo método descrito por Bligh & Dyer (1959).

5.2.2.2 Preparo das dietas experimentais

A partir da composicdo centesimal das matérias-primas, serdo formuladas as
dietas, conforme apresentado na Tabela 1. Todas as dietas serdo preparadas no
Laboratério de Nutricdo Experimental — UFPel, seguindo o padrao dietético do
Instituto Americano de Nutricdo (AIN-93M) segundo Reeves et. al. (1993). As dietas
experimentais serdo preparadas previamente e armazenadas sob congelamento a -
20°C em embalagens de polietileno.

Os animais serdo alimentados com dieta padrdo (AIN-93M) e controle
hiperlipidica, modificando-se o teor de lipideos de 4% para 25%, adicionando-se
colesterol (1%) e acido colico (0,1%) (ROSA et al.,, 1998), semente de linhaca
triturada (7,5% e 15%), farelo resultante das concentragcdes 7,5% e 15 % e Oleo da
semente de linhaca nas concentracdes 4% e 8% (concentracdo recomendada e
dobro).
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TABELA 1. Formulacéo das dietas experimentais.

Ingredientes (g) Dietas (@)

N HL HL HL HL HL HL HL

(P) (C)  (L7.5%) (L15%) (F7,5%) (F15%) (04%) (O8%)
Sacarose 100 100 100 100 100 100 100 100
Amido de milho 465,472 232,472 217,592 202,802 210,162 184,812 232,472 232,472
Caseina 152,22 152,22 137,2 122,1 126,33 100,45 152,22 152,22
Amido dextrinizado 155 155 155 155 155 155 155 155
Oleo de soja 40 - - - - - - -
Fibra 50 50 31,58 13,16 23,49 - 50 50
Mix mineral 35 35 35 35 35 35 35 35
Mix vitaminico 10 10 10 10 10 10 10 10
L-cistina 1,8 1,8 1,8 1,8 1,8 1,8 1,8 1,8
Bitartarato de colina 2,5 25 25 2,5 25 2,5 2,5 25
Tetra butilhidroquinona 0,008 0,008 0,008 0,008 0,008 0,008 0,008 0,008
Banha suina - 250 223,32 196,63 249,71 249,43 210 170
Colesterol - 10 10 10 10 10 10 10
Acido colico - 1 1 1 1 1 1 1
Linhaca triturada - - 75 150 - - - -
Farelo desengordurado - - - - 75 150 - -
Oleo de linhaga - - - - - - 40 80
Total 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000

N: Dieta Normal; - P: Grupo Padrao; HL: Dietas Hiperlipidica; - C: Grupo Controle; - L7,5%: Grupo
7,5% Linhaca; - L15%: Grupo 15% Linhaca; - F7,5%: Grupo Farelo 7,5%; - F15%: Grupo Farelo 15%;
- O4%: Grupo 6leo 4%; -O8%: Grupo Oleo 8%.

5.2.3 Delineamento experimental

O experimento constara de 48 animais resultantes do delineamento experimental
inteiramente casualisado entre 8 grupos com 6 repeticbes (dieta x rato = 48),
avaliando-se o consumo de dieta, ganho de peso, excre¢do fecal, lipidios fecais e
hepéticos, colesterol total e fragbes, acdo fermentativa da linhaca, totalizando 912

determinacdes, conforme Tabela 2.
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TABELA 2. Delineamento experimental para avaliar a influéncia da linhaca em

dietas hiperlipidicas nos parametros fermentativos e no metabolismo lipidico de

ratos.
Tratamentos Variaveis Independentes Variaveis Dependentes
Linhaca Oleo Farelo Dieta Avaliagdes
1 Padrao 0 0 0 N**  Varidveis a serem analisadas:
> Controle 0 0 0 ok Gordura peritoneal
Figado = peso, colesterol e lipideos

3 Linhaca 7,.5% 0 0 H totais
4 Linhaca 15% 0 0 H Plasma = ct e frac0es,

) triacilgliceréis
5 Oleo 0 4% 0 H Fezes = colesterol, lipideos e acidos

- biliares

0

6 Oleo 0 8% 0 H Massa fecal imida e dessecada
7 Farelo 0 0 7,5% H I?eso do ceco
8 Farelo 0 0 15% H Acidos graxos no conteudo do ceco

pH do contetdo do ceco
Consumo de dieta
Ganho de peso

*CT: Colesterol total; LDL: Lipoproteina de baixa densidade; HDL: Lipoproteina de alta densidade;
VLDL: Lipoproteina de muito baixa densidade; TAG: Triacilglicerois

8 dietas experimentais = 8 tratamentos x 6 ratos = 48 amostras x 21 avaliacdes = 1008
determinacgdes. ** N - Dieta Normal: dieta padrdo (AIN-93M); *** H - Dieta Hiperlipidica: 25% de teor
lipidico, colesterol (1%), acido célico (0,1%).

Serdo avaliadas dietas com adicdo de 7,5% e 15% de linhaca triturada,
hiperlipidicas, dietas adicionadas do farelo desengordurado e dietas adicionadas
com o Oleo de linhaca (4 e 8%), sendo comparadas a dieta controle hiperlipidica
(AIN-93M).

5.2.4 AvaliacOes
5.2.4.1 Composicéo centesimal

A composicao centesimal serd determinada na matéria-prima e em amostras das

dietas experimentais conforme descrito no item 5.2.2.1.

5.2.4.2 Avaliacéo do perfil de acidos graxos

Sera identificado e quantificado o perfil de acidos graxos do Oleo de linhaca,
farelo de linhaca e na linhaca triturada, segundo a AOCS, 1992. Os lipidios totais
serdo submetidos ao processo de transesterificacdo para a preparacao dos ésteres
metilicos de &acidos graxos. Os ésteres de acidos graxos serdo analisados por
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cromatografia gasosa, modelo Shimadzu 17A, equipado com split e detector de
ilonizagao de chama (FID), coluna capilar de 30m x 0,25mm x 0,2um de cyanopropyl
phenyl-bicyanopropyl polisyloxane de fase. A temperatura programada sera de
100°C por 0,5 minutos, seguindo a 180°C com incremento linear de 1,5°C/min,
mantida por 5 minutos e finalmente a 220°C com incremento linear de 2°C/min,
mantida por 6 minutos, com tempo total de corrida de 58,25 minutos. O injetor e o

detector devem estar a 250°C.

5.2.4.3 Ganho de peso, consumo de dieta e peso feca |

Os animais serdo pesados no inicio e a cada dez dias até o término do
experimento. O consumo de dieta sera o somatorio de avaliacdes diarias entre a
dieta fornecida e a consumida durante o experimento. As fezes seréo recolhidas em
dois periodos do experimento por 10 dias consecutivos cada, pesadas e
armazenadas sob congelamento em sacos de polietileno e ao final do experimento

serao analisadas.

5.2.4.4 Perfil lipidico

As fracOes plasmaticas de colesterol total, triacilgliceréis e HDL-colesterol serao
determinadas utilizando kits enziméticos comerciais.

O sangue coletado sera centrifugado a 3500 rpm por 10 minutos para se obter o
plasma sanguineo, que sera transferido para Eppendorfs e congelado a -20°C até o
momento das andlises. O colesterol total sérico sera quantificado por sistema
enzimatico Labtest Diagnéstica® colesterol liquiform cat. 76-2/100.

O colesterol HDL sera determinado através da precipitacdo das lipoproteinas de
baixa densidade e de muito baixa densidade (c-LDL e c-VLDL), utilizando o sistema
enzimatico Labtest Diagnéstica® colesterol liquiform cat. 13. O VLDL sera calculado
pela férmula de VLDL = Triacilglicerol/5 e o LDL pela diferenca entre colesterol total
(CT) e (HDL + VLDL) LDL= [CT- (HDL + VLDL)] (FRIEDWALD et al., 1972).

Os triacilglicerois serdo determinados pelo sistema enzimatico Labtest
Diagnéstica® (GPO-ANA cat. 59-4/50).
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5.2.4.5 Lipidios hepaticos
Para a andlise dos lipidios hepaticos as amostras dos figados dos animais seréo
maceradas, utilizando-se uma aliquota de figado de cada animal do grupo. Sera

utilizado o método de Bligh e Dyer (1959) para extracéo dos lipidios totais.

5.2.4.6 Umidade e lipidios fecais

Ao final do experimento, as fezes armazenadas congeladas serdo transferidas
para placas de petry e levadas a estufa (50°C) até peso constante, para avaliacao
da umidade. Apos a desumidifcacdo, as amostras de fezes serdo maceradas e
analisadas quanto ao teor de lipideos totais de acordo com método de Bligh e Dyer
(1959).

5.2.4.7 Fibras nas fezes

Para a andlise de fibra alimentar (sollvel e insolluvel) sera utilizado o método
recomendado pela AOAC, 1999 (Total, Soluble and Insoluble Dietary Fiber in
Foods).

5.2.4.8 Determinacédo de 4cidos biliares nas fezes

Os acidos biliares serdo extraidos das fezes dessecadas segundo Van der
MEER et al. (1985) com a utilizacao de tert-butanol a 50% por 15 minutos a 37°C,
seguido de centrifugacao a 10.000g por 2 minutos.

A quantificacdo sera realizada por meio de kit enzimatico colorimétrico. Na
presenca de Tio-NAD, a enzima 3-a hidroxiesteroide desidrogenase (3-a HSD)
converte os &cidos biliares a 3-ceto-esterdides eTio-NADH. A taxa de formacédo de
Tio-NADH é determinada pela mudanca de absorbancia a 405nm, mensurada entre
60 e 120 segundos de reacdo. A leitura sera realizada em Espectrofotométro UV-
Visivel.

As determinacdes serao realizadas em triplicata.

5.2.4.9 Quantificacdo dos acidos graxos de cadeiac urta
A extracdo dos AGCC no conteudo do ceco sera realizada segundo ZHAO e col.
(2005), com algumas modificacdes. Meio grama de conteudo do ceco sera suspenso

em 5 mL de agua e homogeneizado por 3 minutos. O pH da suspenséao cecal sera
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ajustado entre 2 e 3 pela adi¢cdo de solucdo de HCI 5M. Esta suspensédo sera entédo
transferida para tubos de polipropileno e centrifugada por 20 minutos a 5000 rpm,
obtendo-se um sobrenadante limpo que sera injetado em cromatografo gasoso para
quantificacdo dos AGCC.

Sera utilizado cromatégrafo gasoso modelo GC-2010 (Shimadzu Scientific
Instruments INc, Japan) e coluna capilar de silica Nukol, com dimensdes de 30 cm,
0,25mm de diametro interno e 0,25um de espessura de filme (Supelco, USA). Como
gas de arraste sera utilizado hidrogénio ao fluxo de 1,8 mL/min. A temperatura inicial
do forno sera de 100°C mantida por 0,5 minutos, seguida com taxa de aumento de
8°C/min até 180°C, mantida por 1,0 minutos, seguindo-se taxa de aumento de
20°C/min até 200°C, sendo mantido nesta temperatura por 5 minutos. A temperatura
do detector de chama (FID) e injetor serdo de 240°C e 200°C respectivamente, e 0
volume de injecdo de 1 pL, com split de 1:2 (AOAC, 1992; ZAMBIAZI, 1997).

Para identificacdo serd utilizada comparacdo do tempo de retencgdo utilizando
como padrao externo mistura de acidos graxos de cadeia curta livres (Volatile free
acid mix, Cbéd. 46975, sigma Aldrich, USA). A quantificacdo sera realizada através
da curva padrao nas concentracdes de 2 a 10 mM.

As determinagdes serao realizadas em triplicatas.



6 Analise estatistica

Sera utilizada a analise de variancia ANOVA, seguido do teste de Tukey, quando
indicado, considerando como nivel de significancia estatistica, o limite de 5%
(Statistica verséo 7.0).



7 Cronograma de atividades

1° ANO

2° ANO

ATIVIDADES

1°sem.

2°sem.

1°sem.

P°sem.

Revisao bibliografica

Ensaios preliminares

Determinagfes quimicas

Ensaio biologico

Determinacdes bioquimicas

Processamento de dados

Divulgacéo dos resultados
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Anexo 1



Alteracdes no projeto de pesquisa
O método de extracdo e as condi¢des da corrida no CG para a andlise de

identificacéo e quantificacdo dos acidos graxos de cadeia curta foi modificado.

A extracdo dos acidos graxos de cadeia curta foi feita segundo Zambiazi

(1997) ao invés da metodologia proposta por Zhao et al. (2005).

As andlises histoldgicas previstas para o figado néo foram realizadas.



