Universidade do Estado do Rio de Janeiro

@»t#,%
(S
% UERg O Centro Biomédico
Fa &
%, M oF
£smo ¥ Faculdade de Ciéncias Médicas

Aline Andrade Troina

Consumo materno de dois compostos bioativos da semente da
linhaca sobre parametros bioquimicos e hormonais das mées e
proles durante a lactacao

Rio de Janeiro
2011



Aline Andrade Troina

Consumo materno de dois compostos bioativos da semente da linhaca sobre

parametros bioquimicos e hormonais das mées e proles durante a lactagéo

Tese apresentada, como requisito parcial
para obtencdo do titulo de Doutor, ao
Programa de Pos-graduacéo em
Fisiopatologia Clinica e Experimental, da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro.

Orientador: Prof. Dr. Egberto Gaspar de Moura

Coorientador: Prof?. Dra. Magna Cottini da Fonseca Passos

Rio de Janeiro
2011



CATALOGACAO NA FONTE
UERJ/REDE SIRIUS/BIBLIOTECA CB-A

T845  Troina, Aline Andrade.
Consumo materno de dois componentes bioativos da semente
da linhaga sobre paradmetros bioquimicos e hormonais das maes e
proles durante a lactacéo / Aline Andrade Troina. - 2011.
54 f.

Orientador : Egberto Gaspar de Moura.

Coorientadora : Magna Cottini da Fonseca Passos.

Tese (Doutorado) — Universidade do Estado do Rio de Janeiro,
Faculdade de Ciéncias Médicas.

1. Lactacdo - Teses. 2. Linho (Planta) - Teses. 3. Composi¢cao
corporal - Teses. |. Moura, Egberto Gaspar de. Il. Passos, Magna
Cottini da Fonseca. lll. Universidade do Estado do Rio de Janeiro.
Faculdade de Ciéncias Médicas. IV. Titulo.

CDU 613.221

Autorizo apenas para fins académicos e cientificos, a reproducdo total ou parcial desta
dissertagéo, desde que citada a fonte.

Assinatura Data



Aline Andrade Troina

Consumo materno de dois compostos bioativos da semente da linhaca sobre

parametros bioquimicos e hormonais das maes e proles durante a lactacao

Tese apresentada, como requisito parcial
para obtencdo do titulo de Doutor, ao
Programa de Pos-graduacéo em
Fisiopatologia Clinica e Experimental, da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro.

Aprovada em 30 de marco de 2011.

Orientadores:

Banca Examinadora:

Prof. Dr. Egberto Gaspar de Moura (Orientador)
Universidade do Estado do Rio de Janeiro - UERJ

Prof?. Dra. Magna Cottini da Fonseca Passos (Coorientadora)
Universidade do Estado do Rio de Janeiro - UERJ

Profé. Dra. Elaine de Oliveira
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes - UERJ

Prof2. Dra. Andrea Claudia Freitas Ferreira
Instituto de Biofisica - UFRJ

Prof. Dra. Isis Hara Trevenzoli
Instituto de Biofisica - UFRJ

Profa. Karen de Jesus Oliveira
Instituto Biomédico - UFF

Rio de Janeiro
2011



DEDICATORIA

A Deus que me permitiu a relizagio deste trabalho.
Aos meus pais Raul (in memorian) e Sirley e a minha irma Carina, pelo amor,

paciéncia e estimulo.



AGRADECIMENTOS

Ao Professor Egberto Gaspar de Moura pela dedicacdo, confianca e
orientacdo, fundamental para conclusdo deste trabalho. Um referencial como chefe,
pesquisador e professor.

A Professora Magna Cottini Fonseca Passos pela confianca e incentivo
constante e pela revisdo do presente trabalho.

A Professora Patricia Cristina Lisboa pela confianca e incentivo constante
durante a realizagéo deste trabalho.

A Coordenacéo de Pés-Graduacdo em Fisiopatologia Clinica e Experimental,
pela oportunidade concedida para a realizacédo deste trabalho.

Aos alunos de Iniciacdo Cientifica, mestrandos e doutorandas do Laboratorio
de Fisiologia Endocrina da UERJ pela convivéncia amigével e apoio.

A secretaria da Pos-Graduacdo Amélia pela atencdo e pronta colaboracio
sempre demonstrada.

Aos funcionarios do Laboratério de Fisiologia Endocrina Monica, Wilices e

Carlos pelos trabalhos prestados em momentos importantes.



RESUMO

TROINA, Aline Andrade. Consumo materno de dois compostos bioativos da semente
da linhaca sobre parametros bioquimicos e hormonais das maes e proles na
lactacd@o. 2011. 54 f. Tese (Doutorado em Ciéncias - Fisiopatologia Clinica e
Experimental) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2011.

Avaliamos o efeito do consumo materno de SDG (Diglicosideo
Secoisolariciresinol) e de 6leo de Linhaca+SDG sobre parametros bioquimicos e
hormonais das ratas e das proles machos e fémeas na lactacdo. As ratas lactantes
foram separadas em: controle (C), ragdo controle cuja proteina foi caseina; (SDG):
racdo C com 400mg de SDG/Kg de racao; OLSDG: racdo C com 400mg de SDG/Kg
de racdo e 7% de Oleo de linhaca. No 14° e 20° dias de lactacdo as ratas foram
ordenhadas e no 21° dia foram sacrificadas por puncao cardiaca. Leite e soro foram
coletados para avaliagcao bioquimica e hormonal. Horménios foram quantificados por
radioimunoensaio. As proles machos e fémeas foram sacrificadas aos 14 e 21dias
de idade. Os animais foram eviscerados para andlise da composi¢cdo corporal.
Monitoramos a ingestdo alimentar e a massa corporal (MC) durante o periodo
experimental. As ratas SDG apresentaram maior gordura corporal (GC; +39%),
engquanto as OLSDG menor contetdo mineral (-20%) e trigliceridemia (TG) (-39%).
As ratas SDG e OLSDG apresentaram hiperprolactinemia (+389% e 153%,
respectivamente) sem alteracdo na concentracdo de estradiol. No 14° dia de
lactacéo, o leite das ratas OLSDG apresentou menores teores de lactose(-17%) e de
proteinas (-20%) e o das ratas SDG apenas menor teor de proteina (-21%). A partir
do 13° dia de lactacdo tanto os machos quanto as fémeas OLSDG apresentaram
menor MC (-14%, -16%, respectivamente). No 14° dia de lactacdo os machos SDG e
OLSDG apresentaram menor gordura corporal (-24%, -55%, respectivamente ) e a
prole SDG maior massa de gordura visceral (+39%). Os machos SDG apresentaram
maiores concentracdes de TG (+105%) e hipoprolactinemia (-41%). Os machos
OLSDG também apresentaram hipoprolactinemia (-41%). As fémeas SDG e OLSDG
apresentaram maior estradiol aos 14 dias (+86% e +176%) que se normalizou aos
21 dias, maior colesterolemia (+16%) e as SDG apresentaram maior trigliceridemia
(+74%). Aos 21 dias os machos e as fémeas SDG e OLSDG apresentaram menor
trigliceridemia (-48%, -54%,42% e -59%, respectivamente). Os dois componentes
principais da semente de linhaca produzem alterac6es bioquimicas e hormonais
tanto nas maes, quanto nas proles, independente do sexo. Entretanto, as alteracdes
observadas diferem entre maes e prole e de acordo com o0 género. Entre as
alteracbes mais importantes ressaltamos a hiperprolactinemia materna que pode ser
um dos motivos para a hipoprolactinemia da prole e a hipertrigliceridemia causada
pela ingestdo de SDG pelas maes.

Palavras-chave: Lactacdo. Diglicosideo secoisolariciresinol. ALA. Composicao
corporal.



ABSTRACT

We evaluated the mother’s intake of SDG (Diglicoside secoisolariciresinol) and
flaxseed oil + SDG upon biochemical and hormonal parameters of lactating female
rats and the male and female offspring during lactation. The female lactating rats
were divided into: Control (C): feeding a diet with casein; (SDG): feeding diet C
added 400mg of SDG/Kg diet; (OLSDG): diet C added 400mg of SDG/Kg diet and
7% of flaxseed oil. Milk samples were obtained on the 14™ and 20™ days of lactation
and the mothers were sacrificed and blood collected by cardiac puncture on the 21
day. Milk and serum were collected for biochemical and hormonal analysis. The
male and female offsprings were sacrified on the 14" and 21%' day. The hormonal
dosages were measured by radioimunassay. The animals were completely
eviscerated to analyze body composition. Body mass (BM) and food intake were
monitored during all experimental period. The SDG rats showed higher fat mass
(+39%) while the OLSDG rats showed lower mineral content (-20%) and
triglycerides (TG) serum levels (-39%). The SDG and OLSDG rats showed higher
prolactin levels (+339% and +153% respectively) without changes in serum estradiol.
On the 14™ day of lactation we observed lower lactose (-17%) and protein (-20%)
content in the OLSDG rat’s milk while in the SDG only lower protein (-21%). From the
13" day of lactation both the males and females OLSDG showed lower BM ( - 14%,
- 16%, respectively). On the 14" day the male SDG and OLSDG showed lower fat
mass (-24%, -55%, respectively), and the SDG offspring showed higher visceral fat
mass (+39%). The SDG male also showed higher TG levels (+105%) and lower
prolactin levels (-41%). The OLSDG males also showed lower prolactin serum levels
(-41%). The OLSDG female showed higher serum estradiol at 14 days (+86% e
+176%), which normalized at 21 days and higher cholesterolemia (+16%) and the
SDG female presented higher TG levels (+74%). On day 21" day the male and
female SDG and OLSDG showed lower TG levels (-48%,-54%, -42% and 59%
respectively). Thus, the two main component of flaxseed showed biochemical and
hormonal changes in the mothers and offspring, independent of gender. However,
the changes observed in mothers differ from the offspring, and differ accordingly with
the sex of offspring. The most impressive changes were the maternal
hyperprolactinemia that can be one of the cause for the observed hypoprolactinemia
in the offspring and the other main finding was the hypertriglyceridemia in the SDG

group.

Keywords: Lactation. Diglicoside secoisolariciresinol. ALA. Body composition.
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INTRODUCAO

Doencas crbnicas e consumo de alimentos vegetais

A prevaléncia global de todas as doencgas cronicas esta aumentando, embora os
paises desenvolvidos ainda apresentem as maiores taxas (Rana et al., 2007). O
numero de pessoas com diabetes mellitus tipo 2 foi estimado em 171 milhdes, e
estima-se que em 2030 ja serdao 366 milhdes de pessoas (6,5% da populagao
mundial) (Wild et al., 2004). A prevaléncia de obesidade estd aumentando
virtualmente em todas as populag¢des (Caterson & Gill, 2002; Formiguera & Canton;
2004). Esta é uma tendéncia global que afeta ndo s6 as sociedades desenvolvidas,
mas também as economias em transicdo como China, paises da América Latina e
México (Caterson & Gill, 2002). Nos paises em desenvolvimento, frequentemente, a
obesidade e a desnutricdo coexistem, com importantes consequéncias sociais, que
afetam praticamente todas as idades e grupos socioeconémicos. A obesidade
predispdbe a um numero de co-morbidades e aumento das taxas de mortalidade
(Frenk et al., 1989). As causas desta pandemia de doengas crénicas sdo complexas
e incluem fatores politicos, demograficos e habitos relacionados ao estilo de vida
(Rana et al., 2007).

O consumo regular de alimentos vegetais esta associado a menor risco de
desenvolvimento de doengas cronico-degenerativas (Heber, 2004). Devido ao seu
alto teor de lignanas, acido graxo alfa-linolénico e fibras, o consumo da linhaca
apresenta efeitos benéficos sobre o desenvolvimento destas doengas (Morris, 2007).

A linhaga (Linum usitatissimum) € uma semente oleaginosa com uma histéria de
uso na Europa e Asia. Nos Estados Unidos, desde 1990, a semente da linhaga vem
sendo incorporada em cereais, paes e outros produtos de panificagdo (Carter, 1993).
A produgdo mundial se encontra entre 2.300.000 e 2.500.000 toneladas anuais,
sendo o Canada o principal produtor. Na América do Sul, o maior produtor é a
Argentina, com cerca de 80 toneladas/ano. O Brasil apresenta uma producao de
cerca de 21 toneladas/ano (Aceites & Grasas, 2000).

Andlises da linhaga marrom canadense exibiram valores de 20% de proteina, 41%
de gordura, 28% de fibra total, 7,7% de umidade,3,4% de cinzas e minerais (Morris,
2007). As linhacas marrom e dourada sao praticamente idénticas quanto a
composic¢ao nutricional. As diferengas entre ambas sdo muito pequenas e resultam

das diferentes condi¢cbes de plantio (Morris, 2007).
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O acido alfa-linolénico (ALA), pertencente a familia 6&mega-3, constitui 57% do
total de acidos graxos na semente da linhaga, tornando esta semente a fonte vegetal
mais rica deste acido graxo. Ja o acido graxo linolénico (AL), da familia 6mega-6,
constitui 16% do total de acidos graxos. O 6leo da linhaga apresenta baixos teores
de acidos graxos saturados e o teor de acidos graxos monoinsaturados é modesto
(Morris, 2007).

O perfil de aminoacidos da proteina da linhaga é similar ao da proteina da
soja com niveis relativamente altos de acido aspartico, acido glutamico, leucina e
arginina (Oomah & Mazza, 1993).

A semente da linhaga € pobre em carboidratos (agucares e amidos),
fornecendo somente 1 grama (g) em 100 g. Em relacédo as fibras alimentares, as
principais fracdes na linhaga sao: a celulose que € a principal matéria estrutural das
paredes celulares dos vegetais e as mucilagens (gomas), tipo de polissacarideo que
se torna viscoso ao mistura-se a agua e outros fluidos. A linhaga contém pelo menos
trés tipos de fitoquimicos: acidos fendlicos, flavondides e lignanas (Morris, 2007).

As lignanas apresentam efeitos anti-cancer e antiviral (Martin et al., 2007),
reduzem o risco de cancer de mama (Touillaud et al., 2007) e de prostata (Hedelin et

al., 2006) e protegem contra osteoporose (Benassayag et al., 2002.

Fitoestrogénios e efeitos na lactacéo

Tou et al. (1998) mostraram que o consumo materno de linhaga e do SDG na
gestacédo e lactagdo reduziu a massa corporal ao nascimento e produziu efeitos
hormonais nas proles de ratas . Ao final da lactacéo foi observado aumento do peso
de utero e ovarios de ratas que receberam ragao com 10% de linhaga. As fémeas
das proles de ratas que consumiram dieta com 10% de linhaga apresentaram menor
distancia ano-genital, maior peso de utero e ovario, menor idade e massa corporal
ao inicio da puberdade, com alongamento do ciclo estral e estro persistente. Na
idade adulta (132 dias), estas fémeas apresentaram maior peso ovariano, sugerindo
efeitos estrogénicos. Os machos das proles, cujas maes receberam suplementacéo
com linhaga, apresentaram menor ganho de peso pos-natal e na idade adulta (132
dias) maior massa das glandulas sexuai acessorias e maior massa relativa da
prostata. Neste estudo foi demonstrada a transferéncia de lignanas (*H-SDG) pelo

leite materno.
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Em outro experimento, Tou et al. (1999) avaliaram se o consumo de linhaga
(5% e 10%) em diferentes estagios de desenvolvimento afetaria os indices
reprodutivos e concentragdes hormonais das proles. As ratas receberam as dietas
(controle, 5% ou 10%) da gestacéo até a idade adulta (132 dias) ou somente a partir
do desmame. O consumo de linhaga (5 ou 10%) a partir do desmame nao produziu
efeitos sobre os indices reprodutivos, mas o consumo desde a gestagao até a idade
adulta resultou em modificacbes que diferiram dependendo da concentragao
utilizada. Nas fémeas, o consumo de 5% de linhaga resultou em atraso no inicio da
puberdade. Ja o consumo de 10% de linhaga levou a inicio precoce da puberdade,
maior peso ovariano, maiores concentragdes séricas de 173-estradiol e alongamento
do ciclo estral. Nos machos nao foram observados alteracbes nas concentracoes de
testosterona no desmame e na puberdade. Ja o consumo de 10% de linhagca
resultou em aumento significativo da testosterona na idade adulta. Também nao
foram observadas alteragdes do peso relativo dos 6rgdos sexuais ao desmame e
aos 50 dias de idade nos machos na puberdade. No entanto, na idade adulta (132
dias), os ratos que receberam 10% de linhaga apresentaram maior massa relativa de
glandulas sexuais acessorias, vesicula seminal, prostata e testiculo. Ao contrario, o
consumo de 5% de linhagca resultou em menor massa da prostata. Os dados
sugerem um efeito bifasico dose-dependente e que existe uma “janela critica”
durante a gestacdo e lactacdo quando os animais estdo mais susceptiveis a
alteragdes reprodutivas.

Baseados nestes estudos onde o consumo materno de 10% da linhaga na
gestacédo e lactagao resultou em efeitos estrogénicos sobre os indices reprodutivos
das proles fémeas e machos e que ocorre a transferéncia de lignanas através do
leite materno para a prole, Ward et al. (2001) avaliaram o consumo materno da
linhaga (10%) ou da lignana (SDG) somente na lactagdo ou na lactacdo e
continuamente até a idade adulta. Ndo foram observados efeitos sobre os indices
reprodutivos em nenhum dos grupos que receberam a linhaga ou SDG, sugerindo
que o periodo fetal € o periodo de desenvolvimento mais sensivel a alteragdes
hormonais. Devido ao fato de n&do terem sido observados efeitos sobre os indices
reprodutivos com a concentragao utilizada, este parece ser o nivel de efeito ndo
observavel (NOEL — non-observable effect level).

Recentemente, Ruhlen et al. (2008) demonstraram que o consumo de

fitoestrogénio da soja na gestacdo e lactagéo elevou o estradiol endégeno, que foi
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associado com efeitos adversos sobre o estado nutricional e sistema reprodutor da
prole. Tanto os machos quanto as fémeas, ao nascimento, apresentaram menor
massa corporal. Aos 26 dias apresentaram maior leptinemia e massa corporal,
acompanhado de inicio precoce da puberdade e maior resposta uterina ao
estrogénio. Na idade adulta, tornaram-se obesas e hiperleptinémicas, n&o
apresentando prejuizos na homeostase glicémica, enquanto os machos
apresentaram homeostase glicémica prejudicada.

Em nosso laboratério, Figueiredo et al (2009) avaliaram os efeitos enddcrinos
e metabdlicos do consumo materno de linhagca 25% durante a lactagao sobre os
machos das proles na idade adulta. Foi observado que eles apresentaram maior
massa corporal desde o desmame até a idade adulta. Ao desmame (21 dias)
apresentaram menor massa de gordura total e subcutanea, maior leptinemia, menor
colesterol total, menor triglicerideo e menores concentragdes de insulina sérica. Aos
180 dias, estes animais apresentaram menor glicemia, maior insulinemia e menor
adiponectinemia, sem alteragdo da composicao corporal.

Avaliamaos também (Troina et al., 2010) os efeitos do consumo materno de
linhaga (25%) sobre a composigcéo do leite, composigao corporal e fungao sexual
das fémeas das proles na idade adulta. Ao desmame, as ratas lactantes
apresentaram maiores concentracdes de estradiol e leptina sérica. O leite da ratas
que consumiram linhaca apresentou menor conteudo de colesterol e aumento das
concentragcdes de estrogénio e leptina. As fémeas das proles apresentaram, ainda,
menor massa corporal, gordura visceral, colesterol total e triglicerideos, e maiores
concentracdes de leptina e estradiol ao desmame. Estas fémeas apresentaram
atraso no inicio da puberdade e, aos 150 dias, apresentaram maior conteudo de
gordura corporal, gordura visceral, menor massa relativa de utero, e maior colesterol
total, triglicerideos, estrogénio séricos e menor concentragdo sérica de
progesterona.

Estes trabalhos de nosso grupo mostravam um efeito importante da
suplementacao de linhaca na dieta materna durante a lactagao sobre a fisiologia das
suas proles. Entretanto, sua principal limitagcdo é saber que componentes da linhaga

exercem os principais efeitos encontrados.
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Componentes da linhaca e efeitos sobre lipideos séricos

Na ultima década, a linhaca e os seus compostos bioativos isolados vém
despertando interesse entre os consumidores e os profissionais de saude devido
aos seus potenciais beneficios a saude (Bhathena et al. 2003). De fato, varios
estudos de intervengcdo nutricional em seres humanos e animais ja foram
conduzidos, mostrando efeitos positivos do consumo destes compostos bioativos
sobre fatores de risco para doencgas cronicas, dentre eles os lipidios séricos.

Harper et al. (2006) comparam os efeitos do consumo de 3g de ALA, o principal
componente do d6leo de linhaca, com o d6leo de oliva sobre as concentracbes
plasmaticas de acidos graxos poliinsaturados da familia 6mega-3, em um estudo
duplo-cego com 56 participantes, por 26 semanas. A maioria dos participantes deste
estudo apresentava doencgas crbnicas, por exemplo, 55% dos participantes eram
hipertensos, 12% tinham diabetes tipo 2 e apresentavam sobrepeso ou obesidade.
O consumo de 3g ALA aumentou o conteudo de acido eicosapentaendico - EPA
(60%) e de acido docosapentaendico — DPA (25%), apos 12 semanas de
suplementag¢do, enquanto o conteudo de acido docosaexaendico (DHA) nao sofreu
modificacdes. Assim, este estudo demonstrou a conversdo do ALA em EPA e DPA
numa populagdo de individuos portadores de doengas crénicas, sugerindo que o
ALA presente no 6leo da linhaga possa ser uma alternativa ao 6leo de peixe, na
reducao dos fatores de risco cardiovascular.

Felmlee et al (2009) realizam um estudo comparando os efeitos da lignana
purificada diglicosideo secoisolariciresinol (SDG) e de seu metabdlito aglicona
(SECO) em ratos hiperlipidémicos. Para a indug&o da hipercolesterolemia, fémeas
Wistar receberam dieta padrao ou contendo 1% de colesterol, e administracéo oral
de 0, 3 ou 6 mg SDG/Kg ou 0, 1.6 e 3.2mg SECO/Kg peso corporal uma vez ao dia
durante 4 semanas. A hipertrigliceridemia foi induzida em ratos Sprague-Dawley,
através da suplementagdo com 10% de frutose na agua. Estes ratos receberam
oralmente 0, 3 ou 6 mg SDG /Kg peso corporal uma vez ao dia durante 2 semanas.
Amostras de sangue em jejum foram coletadas antes do tratamento e apéds, para
determinacao das analises dos lipideos séricos. Os ratos foram sacrificados e os
figados rapidamente removidos e secionadas para analises dos lipideos, mMRNA e
analises histologicas. A administracéo cronica do SDG e do SECO causou uma

redugcdo dose-dependente sobre o ganho de peso corporal e nas concentragbes de
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colesterol total e LDL-colesterol e acumulagado de lipideos hepaticos. O SDG e
SECO nao produziram alteragdes na expressao génica de reguladores comumente
relatados como alvos da homeostase lipidica. O SDG n&o apresentou efeito sobre
as concentragdes séricas de ftrigliceridos, fosfolipideos e razdo de ganho de peso
corporal com a suplementagao de 10% de frutose.

Fukumitsu et al (2010) investigaram os efeitos da ingestdo de SDG sobre a
hipercolesterolemia e fatores de risco para doenca hepatica em homens com
hipercolesterolemia moderada. Foi realizado um estudo duplo-cego, randomizado e
controlado utilizando placebo, onde foi investigada a hipétese de que a
administracdo de 20 ou 100 mg de SDG poderia reduzir o colesterol sanguineo e os
fatores de risco relacionados a doencga hepatica induzidos pela hipercolesterolemia.
Trinta individuos com concentracbes de colesterol entre 180-240mg/dL foram
randomicamente divididos em trés grupos, 2 grupos recebendo o SDG em capsulas
(20 e 100 mg/dia) e outro recebendo placebo durante 12 semanas. Comparados ao
placebo, os que receberam 100 mg de SDG exibiram uma reducao significativa da
razao lipoproteina de baixa densidade/ lipoproteina de alta densidade. Além disso,
os individuos tratados com SDG também apresentaram um percentual significativo
de redugdo nas concentragdes da transaminase glutamica-piravica e gama glutamil
transpeptidase em relagdo ao periodo inicial do tratamento. Estes autores sugerem
que a administragcdo diaria de 100mg de SDG pode efetivamente reduzir as
concentragcdes de colesterol sanguineo e risco de doenga hepatica em homens com
hipercolesterolemia moderada.

Prasad (2010) fez uma revisdo sobre os potenciais beneficios de diversos
produtos naturais sobre o desenvolvimento da aterosclerose, dentre eles, o SDG,
que se mostrou efetivo na progressdo da aterosclerose e parcialmente efetivo na
aterosclerose hipercolesterolémica, e estes efeitos foram associados a redugao no
estresse oxidativo.

Begg e colaboradores (2010) conduziram um estudo em que avaliaram diferentes
fontes de acidos graxos poliinsaturados (6leo de canola ou 6leo de linhaga) na
prevencao da hipertensdo e outros sintomas metabdlicos induzidos por uma dieta
deficiente em Omega-3. As ratas foram divididas em trés grupos antes do
acasalamento. As dietas eram deficientes (10% de éleo de canola) ou suficientes
(7% de 6leo de canola + 3% de 6leo de linhaga) em acidos graxos 6mega — 3. Os

filhotes machos continuaram com as dietas maternas do desmame até a duragdo do
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experimento. Os animais deficientes se tornaram hipertensos na 24% semana,
comparados com o0s animais que receberam dietas suficientes em dmega-3. Estes
resultados sugerem que diferentes fontes de acidos graxos foram efetivas na
prevencao da hipertensao relacionada a deficiéncia de dmega-3. No entanto, nao
houve diferencas entre os fendtipos dos animais, em particular os animais que
receberam Oleo de canola, incluindo massa corporal, adiposidade, leptinemia e
ingestao alimentar. Os animais que receberam dieta com 6leo de linhaga também
apresentaram reducédo da adiposidade e leptinemia, mas menos do que os animais
com dietas deficientes em dmega-3. As diferengcas observadas entre os fendtipos
dos animais dos diferentes grupos indicam que a gordura corporal e a leptina podem

estar envolvidas na hipertensao relacionada a deficiéncia de acidos graxos émega-3.

Componentes da linhaca e efeitos sobre homeostase glicémica

Dentre os compostos presentes na linhaga que parecem apresentar efeitos benéficos
sobre a homeostase glicémica destacam-se as lignanas (SDG) e o ALA (Morris, 2007).
Desta forma, alguns estudos avaliaram os efeitos tanto da linhaga como destes compostos
isolados sobre a glicemia e/ou insulinemia em diferentes modelos (humanos ou animais;
individuos saudaveis ou diabéticos).

Prasad (2001) avaliou a eficiéncia do SDG isolado da linhaga (40mg/Kg p.c.) sobre o
desenvolvimento de diabetes em ratas Zucker (ZDF), modelo de diabetes tipo 2. A
incidéncia de diabetes foi de 100% no grupo néo tratado e de 20% no grupo tratado com
SDG por volta dos 72 dias de idade. O desenvolvimento de diabetes foi associado a um
aumento de estresse oxidativo, com aumento do malondialdeido. Estas ratas tratadas com
SDG nao apresentaram aumento de estresse oxidativo, colesterol total e hemoglobina
glicosilada. Das ratas tratadas com SDG, 10% nao desenvolveram diabetes durante todo o
periodo de estudo (101 dias), e o restante desenvolveu diabetes tardiamente (72 -99 dias),
sugerindo que o SDG retardou o desenvolvimento do diabetes.

Recentemente, Barre et al. (2008) avaliaram os efeitos da suplementagdo com dleo
de linhaga (60mg ALA/Kg p.c./dia) por 3 meses sobre a glicemia, insulinemia e hemoglobina
glicosilada de pacientes jovens com diabetes mellitus tipo 2. Nao foram observadas
modificagbes séricas de glicose, insulina e hemoglobina glicada, indicando que o ALA
presente na linhaga nao interferiu no controle glicémico em pacientes diabéticos.

Zhang et al. (2008) demonstraram os efeitos do consumo do extrato de lignanas da

linhaca sobre a glicemia de individuos hipercolesterolémicos. O grupo placebo recebeu 4
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tabletes ndo contendo SDG, enquanto os grupos tratados receberam 4 tabletes contendo
300mg ou 600mg de SDG diariamente, e foram aconselhados a consumir 02 tabletes no
café da manha e os outros 02 no jantar, por 8 semanas. Foram observadas reducbes
significativas (=25%) das concentracdes séricas de glicose nas 6% e 8% semanas de
tratamento para o grupo que recebeu 600mg de SDG. O grupo que recebeu 300mg de SDG
nao mostrou alteracdo na glicemia, sugerindo que o extrato de lignanas produziu efeitos
hipoglicemiantes de forma dose-dependente.

Taylor et al (2010) conduziram um estudo clinico randomizado controlado com 34
participantes. O objetivo do estudo foi avaliar os efeitos do éleo de linhaga sobre o controle
glicémico, o estado de acidos graxos 6dmega-3 e adipocitocinas em diabéticos tipo 2. Os
participantes consumiram produtos de panificagdo selecionados que nao continham
nenhuma linhaga (grupo controle) e com 6éleo de linhaga (13 g/dia) diariamente durante 12
semanas. O grupo dOleo de linhagca apresentou aumento das concentragbes dos acidos
graxos 6mega-3 (ALA, eicosapentaendico (EPA), decosapentaendico (DPA), mas nao do
acido docosahexaenodico. Todos os grupos apresentaram ingestdo calorica similar, no
entanto, o grupo controle apresentou um ganho de peso de 4% comparado ao periodo basal
do estudo (p<0.05), enquanto o grupo com 6leo de linhaga apresentou peso constate
durante o periodo do estudo. Todos os outros parametros nao foram alterados pela dieta.
Assim, concluiram que o 6leo de linhaga nao afetou o controle glicémico de adultos com

diabetes tipo 2 em um estudo controlado.

Estrogénio e Adiposidade

Uma gama de hormoénios e fatores de crescimento modula o desenvolvimento e
atividade dos adipécitos, entre eles o horménio do crescimento (GH), hormdnios tiredideos,
glicocorticéides, catecolaminas, glucagon, insulina e fator de crescimento semelhante a
insulina, além de fatores de transcricao, tais como os PPARs. Ha muito tempo foi
reconhecida a importancia do estrogénio no desenvolvimento e deposi¢cdo de gordura em
mulheres e homens. E, recentemente, foi demonstrada sua importancia na determinagao do
numero de adipdcitos, indicando que ele regula eventos chaves da adipogénese, inclusive
os PPARs (Cooke & Naaz, 2004).

A distribuicdo do tecido adiposo em humanos é dimorfica, com diferengas relacionadas
ao género (Butte et al., 2000; Taylor et al., 2002). As mulheres apresentam maior contetdo
de gordura subcutdnea, assim como maior conteudo de gordura corporal total, em
comparagao aos homens (Bjorntorp, 1996). Esta maior deposicdo de gordura subcutanea
nas mulheres se desenvolve na puberdade, indicando que o estrogénio parece promover,

preferencialmente, a deposicao deste tipo de tecido adiposo. Esse aumento de tecido
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adiposo nas mulheres resulta do aumento do numero e tamanho dos adipdcitos (Chumlea,
1981). No entanto, diferengas relacionadas ao género de outros horménios que também
modulam a deposicdo de tecido adiposo indicam que o dimorfismo sexual no nimero de
adipécitos e distribuicdo de gordura nao refletem somente os efeitos do estrogénio em
homens versus mulheres (Cooke & Naaz, 2004).

Em ratos, ndo é observada diferenga sexual entre a distribuicdo de gordura visceral e
subcutanea relacionada ao estrogénio, embora os roedores apresentem diferencas sexuais
em termos de resposta do tecido adiposo a restricdo caldrica e exercicio (Cortright et al.,
1997; Porter et al., 2004).

Outro fator importante no entendimento do papel do estrogénio sobre o tecido adiposo é
que a expressado do receptor de estrogénio (RE) € variavel nos diferentes depdsitos de
gordura e em diferentes estados fisioldgicos (Pedersen et al., 1991). O adipdcito de seres
humanos e roedores expressa tanto o REa como o RE, em ambos os sexos (Pedersen et
al., 2001; Naaz et al., 2002). Além de serem expressos nos pré-adipdcitos, tanto o REa
como o REB sado expressos em outros tipos celulares do tecido adiposo, como células
endoteliais e macréfagos (Gulshan et al., 1990; Venkov et al., 1996).

Os estrogénios também sao capazes de produzir efeitos no tecido adiposo através da
acao indireta sobre outros tecidos que regulam o apetite, gasto energético e metabolismo.
Os RE sao amplamente distribuidos no hipotalamo, local primario de regulagédo do balango
energético (Cooke & Naaz, 2004).

Sabe-se que o estrogénio é um importante regulador da deposi¢do da gordura do sexo
feminino em humanos, roedores e outras espécies (Wade et al., 1985). Tanto a
ooforectomia em animais experimentais como a menopausa em mulheres resulta em
aumento de tecido adiposo (Wade et al., 1985). Um modelo de camundongo knockout para
0 REa (aERKO) apresentou maior massa de tecido adiposo (Heine et al., 2000). Assim, as
mudancgas na adiposidade observadas nas mulheres, nos roedores e em outras espécies
causadas pela falta do estrogénio podem ser revertidas com a reposicdo do mesmo
(Mohamed et al., 2000).

O estrogénio inibe diretamente a deposicdao de gordura através da reducgido da
lipogénese. Esta agdo ocorre principalmente através da redugéo da atividade da lipoproteina
lipase (LPL), uma enzima que regula a captacao de lipidios pelos adipécitos. A ooforectomia
aumenta a atividade da LPL e deposi¢ao de lipidios nos adipécitos e a administracdo E2
reverte esta deposi¢cao (Hamosh & Hamosh, 1975).

O estrogénio pode afetar indiretamente a lipdlise através da indugdo da enzima
lipase hormdnio sensivel (Palin et al., 2003) ou através do aumento dos efeitos lipoliticos da

adrenalina (Ackerman et al., 1981). A p-oxidagdo também parece estar aumentada, o que
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pode contribuir para a menor deposi¢cdo de gordura induzida pelo estrogénio (Misso et al.,
2003). Contrariamente, a todos os seus efeitos antilipogénicos e lipoliticos, o estrogénio
atenua os efeitos dos receptores a2-adrenérgicos nas células do tecido adiposo subcutaneo
de humanos e diminui a lipdlise, este efeito pode parcialmente contribuir para a maior
deposicao de tecido subcutaneo em mulheres em comparagao aos homens (Pedersen et al.,
2004).

O estrogénio exerce efeito negativo sobre o comportamento alimentar através de
acdes no hipotadlamo (Wade et al., 1985). Quando ratas ooforectomizadas receberam ragao
pareada com ratas controle (pair-feed), estas apresentaram maior ganho de peso, mesmo
na auséncia de hiperfagia (Wade et al.,, 1979), indicando que, embora o estrogénio
apresente algum efeito sobre o consumo alimentar, seus efeitos centrais relacionados a
reducdo de deposicao de tecido adiposo parecem nao ser através da reducao da ingestédo
caldrica. Esta outra face das agdes centrais do estrogénio parece envolver efeitos na
atividade voluntaria assim como no gasto energético independente de exercicio voluntario,
ambos sendo aumentados pelo estrogénio (Wade et al., 1985). O camundongo oERKO
apresenta uma reducdo no gasto energético, sugerindo que as acdes no metabolismo
energético sdo através dos REa (Heine et al., 2000).

Além do seu efeito direto no hipotadlamo, o estrogénio parece regular a produgéo ou a
resposta de hormbnios do tecido adiposo como a leptina, afetando, através deste
mecanismo, o consumo alimentar e o metabolismo energético. De fato, alguns estudos
demonstraram que o estrogénio aumenta a leptina no adipécito (Casabiell et al., 1998;
Tanaka et al., 2001).

Com relagdo ao desenvolvimento e diferenciagdo de adipdcitos, os estudos
realizados desde os anos 70 mostram que o E2 estimula a proliferagao de pré-adipécitos em
humanos (Roncari et al., 1978) e posteriormente resultados similares foram observados em
uma variedade de espécies (Lea-Currie et al., 1999; Dieudonne et al., 2000; Anderson et al.,
2001). Os pré-adipocitos podem permanecer indiferenciados ou podem diferenciar-se
posteriormente em adipocitos, este processo € critico para o estabelecimento do numero
final de adipécitos. Os trabalhos realizados atualmente indicam que o E2 pode afetar a
diferenciacdo dos adipdcitos, embora os resultados ndo sejam totalmente consistentes.
Estudos com pré-adipécitos de ratos indicam que o E2 estimula a diferenciacdo destas
células em adipdcitos (Dieudonne et al., 2000). Contrariamente, outros resultados indicam
que o E2 inibe a diferenciagao dos adipécitos em linhagens de células 3T3 (Lea-Currie et al.,
1999). Os efeitos inibitérios do estrogénio sobre a diferenciagdo dos adipécitos, deste ultimo

trabalho, sdo consistentes com outros trabalhos (Heim et al. 2004; Okazaki et al., 2002;
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Dang et al., 2002), onde o estrogénio inibiu a adipogénese em culturas de células do
estroma de medula 6ssea.

Estudos com camundongos oERKO e knokout para aromatase (ArKO) indicaram
claramente que o E2 normalmente tem efeito inibitério sobre o nimero total de adipdcitos.
Heine et al. (2000) demonstraram que machos e fémeas oERKO apresentam maior
conteudo de tecido adiposo. Houve uma modesta hipertrofia do tecido adiposo nestes
animais, mas o mais surpreendente foi a hiperplasia. Assim, a auséncia de sinalizagao do
estrogénio nestes animais knockout aumentou o numero de adipdcitos, indicando que o
estrogénio normalmente exibe um papel inibitério durante a adipogénese limitando o numero
de adipécitos.

Os xenoestrogénios sdao compostos naturais ou artificiais que mimetizam o E2
através da ligacdo aos REa e RER (Cooke & Naaz, 2004). Individuos que consomem soja e
seus derivados estdo expostos a grandes quantidades de fitoestrogénios (genisteina e
daidzeina).

O consumo de genisteina por camundongos elevou as concentracdes séricas desta
substancia comparavel aquelas encontradas em humanos e, esta apresentou efeito
antilipogénico na deposig¢ao de tecido adiposo, este efeito foi produzido através da reducgao
da expressdo da LPL, que é similar ao efeito do E2 (Naaz et al. 2003). Esse efeito
antilipogénico da genisteina também pode ser observado quando camundongos receberam
um mix de isoflavonas de soja (6 mg/dia) em uma dieta hipercolesterolémica (Wu et al.,
2004). Neste estudo, o consumo das isoflavonas associado a exercicios (corrida em esteira)
aboliu totalmente 0 aumento da gordura corporal induzido pela ooforectomia. Tais dados sao
consistentes com estudos in vitro anteriores que demonstraram que a genisteina reduziu a
lipogénese induzida pela insulina, através da medi¢ao da captagao de glicose nos adipécitos
em culturas primarias de adipdcitos (Szkudelska et al., 2000) e em linhagens de células 3T3
(Harmon et al., 2001). A genisteina também aumentou a lipdlise nos adipécitos de ratos
induzida pela adrenalina (Nogowski et al. 1998).

Estudos in vitro demonstraram que a genisteina afeta a adipogénese, com efeitos
inibitérios em baixas concentragdes (Dang et al., 2003; Heim et al., 2004) e estimulatérios
em altas concentragdes (Dang et al., 2003). Estes resultados indicam que a genisteina
parece ter a capacidade de alterar o numero de adipécitos para mais ou para menos em
varias concentragoes, reforcando o efeito bifasico e dose-dependente dos fitoestrégenos.

Os efeitos dos xenoestrogénios no tecido adiposo parecem depender das
concentragdes do estrogénio enddgeno, eficiéncia de ligacdo aos RE e a concentragado da

exposicao (Sato et al., 1996). Parece que moduladores seletivos dos RE que possuem
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efeitos antiestrogénicos no tecido mamario podem exercer efeitos estrogénicos benéficos no
tecido adiposo (Cooke & Naaz, 2004).

Baseado nos dados apresentados acima, que demonstram um papel importante
dos fitoestrogenos e mais especificamente dos componentes da linhaga sobre o
perfil lipidico, a adipogénese e a homeostase glicémica, que sao género-
dependentes e devido a caréncia de estudos durante o periodo critico de lactagao,
resolvemos avaliar o efeito do SDG e do 6leo de linhaga + SDG como suplementos
alimentares para a mae durante o periodo de lactagcao e seus efeitos sobre machos

e fémeas de suas proles, especificamente durante a lactagao.
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1 OBJETIVOS

1.1 Objetivo geral
Avaliar se o consumo de SDG ou SDG mais 6leo de linhaga por ratas durante a
lactagado alteram o estado nutricional, parametros bioquimicos e hormonais das ratas

lactantes e dos machos e fémeas da prole aos 14 e 21 dias de lactagao
1.2 Objetivo especifico

1.2.1 Nas ratas lactantes
a) O consumo de ragdo, a massa corporal e a composigéo corporal;
b) As concentragbes bioquimicas do leite (lactose, proteinas, colesterol total,
triglicerideos) no 14° e 20° dias de lactacao;
c) As concentragdes bioquimicas circulantes de glicose, colesterol total e
triglicerideos.

d) As concentragdes séricas de prolactina, 17B-estradiol e insulina.

1.2.2 Nos machos e fémeas das proles

a) A massa corporal e a composicao corporal;

Cc

)
b) As concentragdes séricas de glicose, colesterol total e triglicerideos;
) As concentragdes séricas de prolactina, 173-estradiol e insulina;

)

d) O peso relativo de ovarios e testiculos.



24

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Desenho experimental
Ratas Wistar fémeas, nuliparas, de 3 meses de idade, foram mantidas em
biotério com temperatura (22+2°C) e ciclo claro-escuro (7:00/19:00 h) controlados.
Este trabalho foi aprovado pelo comité de ética numero 230/2008.
Estes animais foram acasalados na propor¢cao de 3 fémeas para 1 macho e
receberam ragao comercial (23 % de proteina) e agua ad libitum.
Ao nascimento das proles, as maes foram divididas em trés grupos:
e Controle (C): ragao a base de caseina;
¢ Diglicosideo Secoisolariciresinol (SDG): a mesma ragdo de C contendo
400mg de SDG/Kg de ragao (corresponde a quantidade de SDG presente
em 20% de semente de linhaca, LinumLife® Extra);

e Grupo OL + SDG: a mesma ragao de C contendo 400mg de SDG/Kg de

racdo e 7% de dleo de linhaca (Bioriginal®).

O n total de ratas lactantes foi de 07 para cada grupo. No dia do nascimento
dos filhotes, definido como dia 0 (d0), a ninhada foi ajustada em 08 filhotes de cada
mae, 04 machos e 04 fémeas, perfazendo um total de 56 filhotes por grupo
experimental. Este total de filhotes foi dividido aleatoriamente nos 2 periodos
estudados (14 e 21 dias de idade), ficando 14 machos e 14 fémeas por
grupo/periodo estudado.

No 14° e 20° dias de lactagao as ratas lactantes foram ordenhadas para a
obtencao de leite. No 21° dia, apds jejum de 12 horas, as ratas lactantes foram
anestesiadas com Thiopentax a 5% (0,10 ml/100g p.c., i.p.) e em seguida foram
coletadas amostras de sangue por pungdo cardiaca. Soro e leite foram
armazenados a -20°C para posteriores dosagens bioquimicas e hormonais. As ratas
lactantes foram completamente evisceradas para obtencdo da carcaca e posterior
analise da composigao corporal.

O sacrificio das proles se deu aos 14 e 21 dias de idade, quando os animais
oram mantidos em jejum curto por 2 horas e anestesiados com Thiopentax a 5%
(0,170 ml/100g M.C., i.p.) e, em seguida, foi coletado sangue por pungao cardiaca,
sendo o soro armazenado a -20°C para posteriores dosagens bioquimicas e

hormonais. A glicemia foi avaliada no momento do sacrificio. Os animais foram
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completamente eviscerados para obtencdo da carcaca e analise da composigao
corporal. O sacrificio das méaes se deu aos 21dias sob os mesmos procedimentos.
Os ovarios e testiculos foram coletados e pesados em balanca analitica.
Essas massas foram utilizadas para se calcular a massa relativa. O calculo final das
massas relativas do testiculo e ovario para cada rato foi realizado dividindo-se a
massa de cada 6rgdo (em gramas) pela massa corporal de cada animal no dia da
coleta, e multiplicando-se o resultado por 100. O resultado foi entdo expresso em

gramas/100 gramas de massa corporal (g/100g M.C.).

2.2 Ragdes experimentais

As ragdes a base de caseina foram preparadas manualmente no LFE
adicionadas das misturas de minerais e vitaminas, baseadas nas recomendacdes do
COMMITTEE ON LABORATORY ANIMAL DIETS (1979) modificadas segundo as
recomendagdes da AIN-93 (Reeves et al.,, 1993). Os ingredientes das racdes
(Quadro 1) foram pesados e homogeneizados em batedeira industrial Hobart, com
agua fervente. A massa obtida foi transformada em pellets e seca em estufa
ventilada a 50°C por 24 h, e ap6s a identificacdo, armazenada sob refrigeracao até

Seu uso.



Quadro 1. Composicao das ragdes utilizadas no ensaio bioldégico

Ingredientes %

Controle SDG

OL+SDG

Caseina 20.00 20.00 20.00
Extrato do SDG - 0.20 0.20
Amido de milho 5295 5275 52.75
Acucar 10.00 10.00  10.00
Mistura de minerais 3.50 3.50 3.50
Mistura de vitaminas 1.00 1.00 1.00
Oleo de soja 7.00 7.00 -

Oleo de linhaca - - 7.00
Celulose 5.00 5.00 5.00
B-Colina 0.25 0.25 0.25
L-Cistina 0.30 0.30 0.30

2.3 Avaliacéo do estado nutricional

26

Os parametros utilizados para avaliagdo do estado nutricional das ratas

lactantes e das proles lactentes e pds-desmame, foram:

2.3.1 Ingestéo de racéo

O consumo materno foi monitorado diariamente na lactacédo. A quantidade de

racao ingerida foi igual a diferenga entre o peso da ragdo que restou na gaiola (R¢) e

a quantidade total colocada no dia anterior (Ri).
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2.3.2 Massa corporal (MC)
A massa corporal (maes e filhotes) foi monitorada diariamente na lactacéo,

obedecendo sempre 0 mesmo horario de pesagem para todos os dias analisados.

2.3.3 Composicgéo corporal
As carcacas foram amolecidas em autoclave por 1h, com posterior
homogeneizagdo em agua destilada na proporgao 1:1.

Conteudo lipidico total: cerca de 3g do homogeneizado foram utilizados para

determinagcdo do conteudo de gordura por método gravimétrico (Stansbie et al.,
1976; Toste et al., 2006a; Fagundes et al., 2007). As aliquotas foram hidrolisadas
em banho-maria a 70°C por 2h em presenca de KOH 30% e etanol absoluto. Apdos
acidificagdo com acido sulfurico 6M, os acidos graxos totais e o colesterol livre foram
extraidos mediante 3 lavagens sucessivas com éter de petroleo. O material foi
transferido para um recipiente previamente pesado, e levado a capela de exaustao
até ficar bem seco, quando se procedeu a pesagem diaria até seu valor tornar-se
constante. As pesagens foram corrigidas pelas diluicbes feitas nas etapas
anteriores. Os resultados foram expressos em gramas de gordura por 100 gramas

de carcaca.

Conteudo protéico total: Aliquotas com cerca de 1g do homogeneizado, foram
aquecidas a 37°C por 1Th em KOH 0,6N, sob agitagdo. Apds centrifugagcédo de 1.000
g por 10 minutos (Tostes et al., 2006a; Fagundes et al., 2007), a concentracao de
proteinas totais foi determinada colorimetricamente no sobrenadante (Lowry et al.,
1951), utilizando BSA (Sigma, MO, USA) para construgdo da curva padrdo. Os
resultados foram expressos em gramas de proteina por 100 gramas de carcaga.

Agua corporal total: Foi colocado cerca de 1g do homogeneizado de carcaca

em estufa a temperatura de 90°C, mantendo esta temperatura até que o peso da
amostra desidratada ficasse estavel (Pace et al., 1945), o que levou 6 dias, sendo
realizadas as pesagens de 2 em 2 dias. Os resultados foram expressos em gramas
de agua corporal total.

Minerais totais: Cerca de 1g do homogeneizado de carcaga foi colocada em

mufla (Fornitec Temp 1200) a temperatura de 600°C, mantendo esta temperatura
até que o peso da amostra se mantivesse constante (Pace et al., 1945). Os

resultados foram expressos em gramas de cinzas por 100 gramas de carcaca.
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Massa de gordura visceral (MGV): pesamos as gorduras retroperitoneal,

mesentérica e ao redor de utero e ovarios, a fim de avaliar a adiposidade central.

2.3.4 Estimativa do consumo de acido graxo alfa-linolénico

A ingestdo materna de acidos graxos foi determinada pela estimativa o
consumo de lipideos presentes nas ragdes. Estimamos a ingestdo de acido graxo
alfa-linolénico (ALA) (dmega-3). Os teores dos acidos graxos presentes no 6leo de
soja foram calculados com base na Tabela Brasileira de Composicao de Alimentos
(TACO, 2006). Os acidos graxos presentes no oleo de linhaga foram calculados com
base em publicagdes internacionais (USDA, 2008; Morris, 2007).

2.4Extracao de leite

No 4° e 20° dia, as ratas foram separadas de seus filhotes, e apds 120
minutos receberam injecdo de 1 ml de ocitocina (Eurofarma, SP, BR) na dose de 5
Ul, sc (Fellows & Rasmussen, 1984; Pine et al, 1994b; Passos et al, 2000). O leite
foi extraido manualmente, 15 minutos apdés a administracdo da ocitocina, das 12
glandulas mamarias (inguinais e peitorais), estando as lactantes anestesiadas com
Thiopentax a 5% (0,06 ml/100g p.c., i.p.). As amostras de leite foram armazenadas

no freezer a — 20° C para determinag&o da composigao bioquimica e hormonal.

2.5Composic¢éo bioquimica do leite
Determinacdo da quantidade de proteina total: foi utilizado o método de

Peterson (1977) para dosagem da quantidade de proteina no leite das ratas aos 4 e
20 dias de lactagao (Passos et al, 2000).

As amostras de leite foram diluidas (1:10) em agua destilada. Uma aliquota
de 100 pl foi acondicionada em tubo de ensaio com o mesmo volume de DOC 0,15%
(Sigma, MO, USA) e de TCA 72% (Sigma, MO, USA), agitados em vortex, mantidos
em repouso por 10 minutos e centrifugados (3000xg/40 minutos). Esta fase de
precipitacdo €& necessaria para a remocado de substancias interferentes. O
precipitado foi ressuspenso em 1 ml de agua destilada sob agitagédo. Foi adicionado
1 ml do reativo A (CTC / SDS 10% / NaOH 3,2% / agua destilada na proporgéo
1:1:1:1), agitado e mantido a temperatura ambiente por 10 minutos. Foi
acrescentado 0,5 ml de reativo B (reativo de Folin diluido em agua destilada na

relacdo de 1:5), imediatamente agitado em vortex e mantido em repouso por 30
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minutos a temperatura ambiente. A absorbancia foi lida em espectrofotdmetro a 750
nm. O BSA foi utilizado como padrdo em aliquotas equivalentes a 10 e 100 mg de
proteina. As concentracdes de proteina no leite foram calculadas a partir da equacéao
de Stauffer (1975), e os resultados expressos em mg/mL.

Determinacdo da quantidade de lactose: A lactose foi determinada através de

método colorimétrico descrito por Erb et al (1977), utilizando acido picrico (Passos et
al. 2000).

Adicionamos 200 pul de agua destilada a 50 ul das amostras de leite, e em
seguida 4,75 ml de acido picrico saturado. Apos centrifugagao (3000 xg/30 minutos),
retiramos 1 ml do sobrenadante, ao qual adicionamos 500 pul de Na,CO3; 25%. Em
seguida os tubos foram aquecidos a 100°C por 20 minutos, resfriados e adicionados
8,5 ml de agua destilada. A leitura da absorbancia foi realizada em
espectrofotdbmetro a 520 nm. Uma solug¢ao de lactose comercial (Sigma, MO, EUA)
foi utilizada como padr&o e os resultados expressos em mg/mL.

Determinacdo da quantidade de colesterol total e triglicerideo: o colesterol

total foi determinado através de método enzimatico colorimétrico, utilizando kit
comercial (Bioclin, Belo Horizonte, Brasil). Os resultados foram expressos em mg/dL.

Os triglicerideos foram determinados por teste enzimatico colorimétrico
modificado, através de kit comercial (Bioclin, Belo Horizonte, Brasil), as amostras
foram diluidas (1:25) e os resultados foram expressos em mg/dL (Fernando-

Warnakulasuriy, 1981).

2.6Determinacdes hormonais

O sangue foi centrifugado (4°C/20 min/1500 g) para a obtencgéo do soro.

A prolactina foi determinada por RIE de duplo anticorpo utilizando reagentes
para murinos fornecidos pelo National Institute of Health (NIH-NIDDKD, Bethesda,
EUA). A variacao intra-ensaio foi de 8%. O limite de sensibilidade foi de 0,3 ng/mL.

O 17B-estradiol foi determinado por RIE comercial (ImmuChemTM'?|, Coated
tube, MP Biomedicals,E.U.A), adaptado para determinagdo de hormdnio estrogénio
em ratos. O coeficiente de variagao intra-ensaio foi 5,5%. Os resultados foram
expressos em pg/mL. O limite de sensibilidade foi de 10 pg/mL.

A insulinemia foi dosada por RIE comercial (ImmuChemTM'?*|, Coated tube,

MP Biomedicals, E.U.A). O coeficiente de variacdo intra-ensaio foi de 3,2%. Os
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resultados foram expressos em pUI/mL. O limite de sensibilidade do teste foi de 5,5
pUIl/mL.

Nao foi necessario se estabelecer o coeficiente de variacio inter-ensaio, pois
todas as determinacbes foram feitas em um Unico ensaio, para cada hormdnio

analisado.

2.7Avaliacéo da resisténcia insulinica

A resisténcia a insulina foi avaliada através do indice de Resisténcia Insulinica

(IRI), calculado pela formula: insulinemia (uUI/ml) x glicemia (mmol/l).

2.8Determinagdes bioquimicas

A glicemia foi medida no momento do sacrificio com auxilio de um medidor
automatico (ACCU CHECK-Active, Roche®), baseado na reagao glicose-oxidase.

As dosagens do colesterol total e triglicerideos séricos foram realizadas
através de teste enzimatico colorimétrico comercial (Bioclin, Belo Horizonte, Brasil).

Os resultados foram expressos em mg/dL.

2.9Anélise estatistica

Os dados foram expressos como médiaterro padrao da média (EPM). Para
comparacgao entre os grupos utilizamos a analise de variancia univariada, associada
ao teste de comparacdo multipla entre as médias, teste de Newman-Keuls. As

diferencas foram consideradas significativas quando p<0.05.
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3 RESULTADOS

Avaliacao nutricional das ratas lactantes que receberam ragéo adicionada de
SDG ou de Oleo de Linhaca + SDG (OLSDG)

As ratas lactantes que receberam racdo adicionada de SDG ou do déleo de
linhaca + SDG n&o apresentaram alteragdes importantes na ingestdo alimentar

(figura 1A), nem na massa corporal (figura 1B).
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Figura 1- Ingestdo de ragao (A) e massa corporal (B) das ratas lactantes dos grupos
Controle, SDG e OLSDG. Dados expressos como média * erro padrdo da média de
7 animais por grupo.
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As ratas lactantes SDG apresentaram maior massa de gordura corporal
comparadas as ratas C (+39%; P<0.005) e as ratas OLSDG (+24%P<0.005)
(Tabela 1). Coerentemente, o grupo SDG teve uma menor propor¢gao de agua
corporal. As ratas do grupo OLSDG apresentaram menor conteudo mineral
comparado as ratas C e SDG (-20% e -41%, p<0.05), respectivamente. Nao houve
diferengcas em relagdo a massa de gordura visceral (MGV) e a massa relativa do

ovario entre os grupos.

Tabela1. Composigao corporal, massa de gordura visceral, massa relativa do ovario

de ratas lactantes ao final da lactacao

Controle SDG OLSDG

Composicao corporal (g/100g carcaca)

Gordura corporal total 10.20+0.71 14.13+0.87  11.30 + 0.46"

Proteina corporal 17.13 £ 1.24 19.00 £ 1.41 16.10 £ 2.71

Agua corporal 63.67+1.25 56.69+0.82  62.50+ 1.58

Mineral corporal 464+043 518046 3.07+045"
Massa de gordura visceral (g/100g M.C.) 3.59+£0.57 5.08 £ 0.39 410+ 0.34
Massa relativa do ovario (mg/M.C.) 2231 201 £2 16.7 £ 1

Os resultados foram expressos como média + erro padrdao da média de 7 animais
por grupo. *OLSDG vs C; **SDG vs C,*OLSDG vs SDG; p<0.005

Na tabela 2, mostramos o consumo de &cidos graxos alfa-linolénico, as
concentragdes séricas de colesterol total, triglicerideos, glicemia, insulinemia, indice
de resisténcia a insulina e a prolactinemia das ratas lactantes. As ratas do grupo
OLSDG apresentaram maior consumo do acido graxo alfa-linolénico (+668%;
p<0.0001) em comparagéo as ratas C e SDG, menores concentragbes séricas do
colesterol total (-41%, p<0.05) e ftriglicerideos (-45%; p<0.05) em comparagao as
ratas do grupo SDG, e também de triglicerideos em relagéo ao grupo C. As ratas do
grupo SDG apresentaram hiperprolactinemia (+389%; p<0.05) em relagdo as ratas
C, sendo que o aumento no grupo OLSDG foi de menor proporgéo (+153%, p<0,05).

Nenhuma alteragao significativa foi observada nas concentragdes de 17B-estradiol.
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As dietas com SDG e OL+SDG nao modificaram a homeostase glicémica das ratas

lactantes.

Tabela 2. Consumo de acido graxo alfa-linolénico, concentragbes séricas de
colesterol total, triglicerideos, glicose, insulina, indice de resisténcia a insulina e

prolactina das ratas lactantes.

Controle SDG OLSDG

Acido graxo alfa-linolénico (g) 0.12 £ 0.01 0.11 +£0.01 0.94 +0.06 *
Colesterol total (mg/dL) 799185 102.3+11.6 60.4 +7.5%
Trglicerideos (mg/dL) 67.4+£53 74771 414 +6.5*"
Glicemia (mg/dL) 71.0+25 69.3+ 3.5 68.6 + 5.1
Insulina (pUI/mL) 36.5+2.9 39.9+238 37.4+35
IRI 1214 + 14 .4 152.8 + 15.6 108.3 + 15.7
Prolactina (ng/mL) 3.95+1.5 19.33 £ 4.7* 10.33 £3.2°
E2 (pg/mL) 318.1 £ 70.58 206.5+ 39.79 187.7 £ 16.62

Os resultados foram expressos como média + erro padrao da média de 7 animais
por grupo. *OLSDG vs C; **SDG vs C,”OLSDG vs SDG; p<0.05.

Composicdao do leite

As concentragdes de lactose, proteina, colesterol total e triglicerideo no leite
no 14° e 20° dias de lactacao sdo mostrados na tabela 3. O teor de lactose no leite
das ratas OLSDG encontra-se menor (-17%, p<0.005) no 14° dia, em comparagéo
as ratas do grupo C, estando normalizadas ao final da lactagéao.

O leite das ratas do grupo SDG (-21%) e OLSDG (-20%) possui menor teor de
no 14° dia de lactacao, estando normalizados ao final da lactagao.

N&o observamos diferengas significativas no conteudo de colesterol total e

triglicerideos em nenhum dos grupos.
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Tabela 3. Composi¢éo bioquimica do leite de ratas dos grupos C, SDG e OLSDG no

14° e no 20° dia de lactacao

Controle SDG OLSDG
14" dia de lactacéo (7)
Lactose (mg/mL) 39.6+£1.13 35.5+1.67 33.2+1.82
Proteina (mg/mL) 91.96 £ 4.55 73.50 £ 3.78 ** 73.68 +5.67
Colesterol (mg/dL) 520.9 + 23.03 536.6 + 25.15 498 + 53.85

Triglicerideos (mg/dL) 23.440 £ 5204 17.410 £ 1943 20.940 + 2399

20° dia de lactacéao (7)

Lactose (mg/mL) 13.89 + 3.19 15.21 £ 2.59 17.74 + 0.69
Proteina (mg/mL) 78.10 £ 3.73 80.70 £ 3.59 74.60 £ 8.46
Colesterol (mg/dL) 589.5 £ 30.00 501.7 £ 36.74 498.1 £ 42.98

Triglicerideos (mg/dL) 28.390 + 1009 25.420 + 3353 26.120 £ 7106
Os resultados foram expressos como média = erro padrdo da média de 7 animais
por grupo. *OL+SDG vs C, **SDG vs C; p<0.05.

Avaliacao nutricional de machos e fémeas das proles de ratas lactantes que
receberam ragdo adicionada de SDG e do Oleo de Linhaga+SDG

A figura 2 mostra a evolugdo da massa corporal dos machos (A) e
fémeas (B) das proles de mées C, SDG e OLSDG. Durante o periodo inicial da
lactacdo ndo observamos diferengas significativas entre as massas corporais dos
grupos estudados, no entanto, a partir do 13° dia da lactagao, tanto os machos (-
15%, p<0.05) quanto as fémeas (-16%, p<0.05) do grupo OLSDG apresentaram
menor massa corporal, avaliada pela area sob a curva, até o final da lactagdo. As
proles dos grupos SDG nao apresentaram diferengas com relagdo a massa corporal

durante todo o periodo da lactagao.



35

- C

-# SDG

-+ OLSDG
*OLSDGvs C

*OLSDGvs SDG

Massa Corporal
prole machos (g)

25

Dias

(A)

(B)

I3y
S

N
<

-o- C
& SDG
-4~ OLSDG

w
9

*OLSDG vs C
*OLSDG vs SDG

Massa Corporal
prole fémea (g)

o

Dias

Figura 2 - Evolugdo da massa corporal de machos (A) e fémeas (B) do grupos C,

SDG e OLSDG. Os dados estdo expressos como média £ erro padrao da média de

14 animais por grupo.

Na tabela 4 mostramos a composi¢gédo corporal, massa de gordura visceral e
massa relativa de testiculo dos machos. Os animais do grupo SDG apresentaram
menor massa de gordura corporal (-24%, p<0.01) em comparag¢ao ao grupo C, aos
14 dias, que se normalizou aos 21 dias de lactacdo. A prole OLSDG também
apresentou menor massa de gordura corporal (-55%, p<0.001) em relagéo a prole C.

No entanto, aos 21 dias a prole OLSDG ainda apresenta o conteudo de massa de



36

gordura total menor (-41%, p<0.0001) em relagdo a prole C e em relagdo a prole

SDG (-38%, p<0.0001).

Nenhuma alteragao foi observada no conteudo de proteina corporal aos 14

dias, no entanto, aos 21 dias os machos do grupo OLSDG apresentam um aumento

significativo (+23%, p<0.01) em relagdo ao grupo C e em relagdo ao SDG (+29%,

p<0.01). A prole SDG apresenta maior massa de gordura visceral aos 14 dias

(+39%, p<0.01) em relacdo a prole C, mas aos 21 dias nenhuma alteragcéo é

observada neste parametro. Também ndo € observada nenhuma alteracdo na

massa relativa de testiculo nos dois periodos do estudo.

Tabela 4 — Composi¢cédo corporal, massa de gordura visceral, massa relativa de

testiculo no 14° e ao final da lactacao

Controle SDG OLSDG
l4 dias de idade (14)
(9/100g carcaca)
Gordura coporal total 8.92 + 0.65 6.82+0.42" 4.03 + 0.42*
Proteina corporal 1042 £ 1.81 12.54 £ 1.39 9.90 £ 1.39
Massa de gordura visceral (g/100g p.c.)  0.5253 + 0.04  0.7325+0.04  0.6202 + 0.05
Massa relativa de testiculo (mg/p.c.) 13426 119.3+6 146.0 + 11
21 dias de idade (14)
(9/100g carcaca)
Gordura corporal total 13.18 £ 0.56 12.56 £ 0.46 7.74 £ 0.61*
Proteina corporal 8.43+0.27 8.04 +0.64 10.34 + 0.58**
Massa de gordura visceral (g/100g p.c.) 1.095+0.13 1.039 £ 0.10 0.9744 £ 0.05
Massa relativa de testiculo (mg/p.c.) 257.2+10 2679+ 25 2714 9

Os resultados estdo expressos como meédia * erro padrdo da média de 14 animais
por grupo. *OL+SDG vs C; **SDG vs C, *OLSDG vs SDG; p<0.01.
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Aos 14 dias (Tabela 5), as fémeas da prole OLSDG apresentaram menor

massa de gordura corporal (-39%, p<0.005) comparada as proles C e SDG (-43%,

p<0.005). Aos 21 dias de lactagao elas continuaram apresentando menor massa de
gordura corporal em relagao as proles C (-45%, p<0.0001) e SDG (-48%, p<0.0001).

As fémeas da prole OLSDG apresentaram maior

proteina corporal

comparadas ao grupo C (+45%, p<0.05) aos 14 dias, a qual foi normalizada aos 21

dias de idade. Nenhuma alteragéo foi observada na massa de gordura visceral ou na

massa relativa de ovarios aos 14 e aos 21 dias da lactagao (Tabela 5).

Tabela 5. Composigao corporal, massa de gordura visceral, massa relativa de ovario

no 14° dia e ao final da lactagao

Controle SDG OLSDG
14 dias de idade (14)
(9/100g carcaca)
Gordura corporal total 13.41+£0.73 14.00+1.76  8.02+0.57*
Proteina corporal 10.23£1.35 13.23+£0.84 14.98 + 1.56*
Massa de gordura visceral (g/100g p.c.) 0.5256 £ 0.04 0.5600+0.03 0.4863 +£0.04
Massa relativa de ovario (g/100g p.c.) 1956+ 2 21592 20632
21 dias de idade
(9/100g carcaca)
Gordura corporal total 12.42 £ 0.58 13.15+£0.71 6.82 + 0.40* *
Proteina corporal 13.82 £ 0.49 14.69 £ 0.53 14.51 £ 0.53
Massa de gordura visceral (g/100g p.c.) 1.256 £ 0.13 1.240 £ 0.13 0.8149 £ 0.08
Massa relativa de ovario (g/100g p.c.) 30.32+3 35.73+2 2948 + 2

Os resultados estdo expressos como média * erro padrdo da média de 14 animais
por grupo. *OLSDG vs C; **SDG vs C,”OLSDG vs SDG; p<0.005.
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Na tabela 6 mostramos as concentragdes séricas de colesterol, triglicerideos,
prolactina, glicose, insulina, e IRl dos machos. A prole SDG apresentou maiores
concentragdes sérica de triglicerideos aos 14 dias comparados ao grupo C (+105%,
p<0.05) e ao grupo OLSDG (+62%, p<0.05), mas, aos 21 dias eles apresentaram
menor concentracdo de triglicerideos (-48%, p<0.0001). A prole OLSDG também
apresentou menor concentracdo de triglicerideos aos 21 dias de idade (-54%,
p<0.0001) comparada ao controle. As proles SDG e OLSDG também apresentaram
hipoprolactinemia (-41%, p<0.01) aos 14 dias de idade, no entanto, a prolactinemia
foi normalizada aos 21 dias de idade. Nenhuma alteragcdo foi observada nas

concentragdes de colesterol, glicose, insulina ou no IRl nos dois periodos do estudo.

Tabela 6. Concentragbes séricas de colesterol, triglicerideos, prolactina insulina,

glicose e indice de resisténcia a insulina nos machos aos 14dias e ao final da

lactacéo
Controle SDG OLSDG

14 dias de idade (14)

Colesterol (mg/dL) 164.6 + 1.88 176.4 + 5.70 170.6 + 7.32
Triglicerideos (mg/dL) 59.79 + 9.96 122.6 + 20.65 75.59 + 13.18
Glicemia (mg/dL) 104.3 + 1.98 111.8 + 4.08 107.4 + 4.28
Insulina (uUI/mL) 33.01 +2.94 33.35 + 3.41 30.06 + 1.61
IRI 211.8+30.16 188.3 + 25.23 178.8 + 11.53
Prolactina (ng/mL) 1.48 +0.21 0.87 +0.06' 0.87 +0.06'
21 dias de idade (14)

Colesterol (mg/dL) 92.84 +5.11 99.16 £ 4.32 106.5 + 8.31
Triglicerideos (mg/dL) 171.9 + 20.80 88.35+ 11.14" 78.73+5.59
Glicemia (mg/dL) 84.33 +5.04 76.08 + 3.47 74.63 +2.88
Insulina (uUI/mL) 29.03 +1.18 35.82 + 3.38 33.39 +2.14
IRI 158.6 + 17.51 139.5 + 16.92 114.6 + 19.58
Prolactina (ng/mL) 1.38 £ 0.15 1.18 £0.18 1.31+£0.16

Os resultados estdo expressos como média * erro padrdo da média de 14 animais

por grupo. *OL+SDG vs C; **SDG vs C,*OLSDG vs SDG; p<0.05.
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As fémeas das proles OLSDG apresentaram maior concentragcédo de colesterol
total aos 14 dias comparado a prole C (+16%, p<0.05), mas aos 21 dias este
parametro estava normalizado (Tabela 7). As concentragbes de triglicerideos das
proles SDG (-42%, p<0.05) e OLSDG (-59%, p<0.05) também foram menores aos 21
dias, apesar de aos 14 dias a trigliceridemia ter sido maior no grupo SDG (+74%,
p<0.05). Nenhuma alteracdo foi observada nas concentra¢des de glicose, insulina ou
no IRl e prolactina nos dois periodos do estudo. Aos 14 dias, as concentracdes de
17B-estradiol encontram-se aumentadas (+86%, p<0.0002) nas fémeas SDG e nas
fémeas OLSDG (+176%, p<0.0002) em comparagao as proles C e em comparagéo
as fémeas SDG (49%, p<0.0002). Nenhuma alteracao foi observada aos 21 dias de
idade
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Tabela 7. Concentragbes seéricas de colesterol, triglicerideos, glicemia, insulina,

indice de resisténcia a insulina, prolactina e 17p-estradiol (E2) das fémeas aos 14 e

21 dias de idade.

Controle SDG OLSDG
14 dias de idade (14)
Colesterol (mg/dL) 161.6 + 3.52 163.3 + 5.33 188.6 + 10.31*
Triglicerideos (mg/dL) 72.76 £ 6.65 127.3 £+ 19. 82** 76.73 £ 6.47
Glicemia (mg/dL) 104.3 £ 1.98 111.8 £ 4.08 107.4 £ 4.28
Insulina (pUI/mL) 33.36 + 2.65 36.12 + 2.09 38.26 + 2.22
IRI 200.9 £ 14.85 252.2 + 2411 221.2 £ 13.85
Prolactina (ng/mL) 1.17 £ 0.09 1.19+£0.10 0.95 +0.06
E2 (pg/mL) 224.0 £ 29.47 415.6 £ 54 17** 618.0 + 65.44**
21 dias de idade (14)
Colesterol (mg/dL) 114.7 + 8.08 108.9 + 11.52 124.1 + 13.08
Triglicerideos (mg/dL) 162.6 + 28.21 93.89 + 9.93** 66. 83 £ 9.12*
Glicemia (mg/dL) 77.67 £ 5.01 76.18 £ 2.57 79.88 £ 4.15
Insulina (pUI/mL) 28.13 £ 3.06 25.97 £+ 1.66 25.67 £ 2.52
IRI 124.6 + 18.01 118.7 £ 10.78 113.2 £+ 13.59
Prolactina (ng/mL) 1.36 £ 0.21 1.40+0.18 1.01 £0.09
E2 (pg/mL) 698.0 £ 197.7 442.7 £123.2 356.8 + 63.42

Os resultados estdo expressos como média * erro padrdao da média de 14 animais

por grupo. *OL+SDG vs C; **SDG vs C,*OLSDG vs SDG; p<0.0002.
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4 DISCUSSAO

No presente estudo estamos mostrando os dados sobre o consumo materno do
diglicosideo secoisolaricerisinol (SDG) isolado da semente da linhagca e em combinagdo com
0 Oleo extraido da semente de linhaga (OLSDG) durante a lactagéo e as repercussdes sobre
a composicao bioquimica do leite materno e o estado nutricional das ratas lactantes e de
suas proles durante a lactagao, avaliando possiveis diferencas relacionadas ao sexo.

A ingestdo do SDG e do éleo de linhagca ndo alterou a ingestdo alimentar nem a
massa corporal das ratas lactantes, corroborando estudos prévios realizados em nosso
laboratdrio utilizando 25% de semente de linhaga (Figueiredo et al, 2009; Troina et al, 2010),
bem como outros estudos realizados por outros pesquisadores (Tou et al 1998, Collins et al
2003). Embora as ratas lactantes nao tenham apresentado alteragdes na massa corporal, a
avaliagdo da composicao corporal nos revela um aumento significativo da gordura corporal
nas ratas lactantes que receberam ragao suplementada com SDG. Isto é inesperado, pois
em ratas o estrogénio ou os fitoestrogenos tém um efeito lipolitico. A combinagdo com o
6leo de linhaca (grupo OLSDG) atenuou o efeito lipogénico da SDG. Nosso trabalho é o
primeiro a descrever a composi¢ao corporal de ratas que consumiram componentes da
semente da linhaca durante a lactagao.

Em nosso trabalho, as ratas lactantes do grupo SDG apresentaram um aumento
significativo das concentragdes de prolactina. Ja foi demonstrado que fitoestrogenos podem
apresentar efeitos estrogénicos sobre a secrecdo de prolactina. Rachén et al (2007)
avaliaram os efeitos do equol, um metabdlito da daidzeina, sobre a secrec¢ao de prolactina e
hormonio luteinizante (LH), bem como a expresséo dos Receptores Estrogénicos (REa e
REB) na hipdfise de ratas ovariectomizadas. Foram utilizadas duas doses de equol (50 e
400mg/Kg de ragado) e os resultados foram comparados aos efeitos do benzoato de
estradiol, também administrado em duas doses (4,3 e 17,3mg/Kg de ragao) por 3 meses. A
maior dose de equol produziu aumentos significativos das concentragdes de prolactina e LH,
0 que n&o aconteceu com o grupo que recebeu a maior dose do benzoato de estradiol. O
tratamento com equol ndo afetou a expressao génica dos RE. Os autores concluiram que
altas doses de equol utilizadas em ratas ovariectomizadas exercem efeitos estrogénicos nos
lactotrofos e antiestrogénicos nos gonadotrofos. Da mesma forma, que com a gordura
corporal, a combinagdo com o 6leo de linhaga atenuou os efeitos do SDG sobre a prolactina
sérica, apesar desse grupo apresentar valores significativamente maiores que os controles.

Nao observamos diferencas significativas nas concentracoes de 17f3- estradiol entre
as maes dos grupos estudados. Este resultado é contrario ao observado em outro estudo

realizado em nosso laboratério, onde Troina et al (2010) observamos hiperestrogenismo
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materno ao desmame, apés o consumo de 25% de semente de linhaga. E possivel que a
concentracao de SDG em 25% de semente de linhaga seja maior que a utilizada neste
estudo (400 mg/Kg de ragao). Outra possibilidade, € que algum outro componente da
semente de linhaca ajude na absorgdo ou no metabolismo do fitoestrégeno presente na
semente de linhaca.

A glicemia e a insulinemia ndo foram modificadas com o consumo do SDG ou do
6leo da linhaga, corroborando em parte os resultados observados em trabalho anterior apos
o consumo de 25% de semente de linhaga (Troina, 2010), no entanto, as ratas lactantes que
ingeriram a semente de linhaga apresentaram uma menor insulinemia. Os efeitos da
semente de linhaca e de seus componentes isolados sobre o metabolismo glicidico tém sido
bastante investigados. Recentemente, foi observado que as fibras alimentares e lignanas
isoladas da semente de linhaga reduzem a glicemia e/ou a insulinemia em animais (Prasad,
2000; Prasad, 2001; Fukumitsu et al; 2008) e seres humanos (Pan et al, 2008; Zhang et al,
2008). Entretanto, os modelos animais e os estudos em seres humanos relatados aqui,
utilizaram grupos com disfungao metabdlica (obesos ou diabéticos) e que ndo estavam na
fase de lactacdo. Em resumo, sugerimos que o SDG e o 6leo de linhaga n&o s&o capazes
de afetar a homeostase glicémica das maes durante a lactagdo, mas algum outro
componente da semente de linhaca pode ter um efeito de reduzir a insulinemia.

As ratas lactantes ndo apresentaram alteragbes no peso relativo do ovario, este
resultado corrobora estudo anterior no qual o consumo de 10% de semente de linhaca na
lactacdo nao modificou o peso relativo de Utero e ovario de ratas lactantes (Tou et al, 1999).
Também corroborando os resultados de nosso trabalho anterior, onde ndao observamos
modificagbes do peso relativo do ovario ao final da lactagdo com a ingestdo de 25% de
semente de linhaga (Troina et al, 2010)

A analise bioquimica do leite das ratas mostra uma reducgao significativa do conteudo
de lactose e proteina no grupo que recebeu racdo adicionada de OLSDG no 14° dia de
lactagao, os quais sdo normalizados ao final da lactagdo. O leite das ratas SDG apresentou
uma reducao significativa do conteldo de proteina no 14° dia o qual também se encontra
normalizado ao final da lactagdo. Em nosso laboratério, (Troina et al., 2010) analisamos o
leite de ratas que receberam a semente de linhaca na lactagao e observamos uma redugao
significativa da lactose ao final da lactagédo, além disso, o conteudo de colesterol do leite
também estava reduzido. As diferencas observadas entre os dois estudos pode ser
justificada pela presencga das fibras alimentares presentes na semente da linhaga, que
contribuem para a reducado do colesterol e carboidratos. No trabalho atual, a fonte de fibra
utilizada é a celulose, fibra insoluvel que nao apresenta propriedades de atenuacido do
colesterol e outros parametros bioquimicos. No estudo atual, a alteragdo na proteina do leite

pode ser devido a maior presenca do fitoestrogeno. Nao podemos fazer qualquer
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associagao com a prolactinemia, uma vez que nao foi analisada a concentragao sérica deste
horménio aos 14 dias.

Observamos uma menor massa corporal das proles de machos e fémeas das ratas
OLSDG a partir do 13° dia de lactagcdo que permanece até o final da lactagdo. Estes
achados corroboram outros estudos que utilizaram a semente de linhaca na gestacao e/ou
lactacdo (Tou et al,1998; Collins et al, 2003) e observaram menor massa corporal ao
nascimento e menor ganho de massa corporal da prole ao fim da lactagdo. Em nosso
laboratoério, (Troina et al. 2010) observamos também menor massa corporal na prole fémea
de ratas que receberam semente de linhaga durante a lactagao, no entanto, Figueiredo et al.
(2009) mostrou um aumento significativo de massa corporal na prole de machos de ratas
que consumiram semente de linhaca no mesmo periodo. Estas diferencas podem ser
explicadas pela combinagdo de componentes no uso de semente de linhaca.

No presente estudo, associado a menor massa corporal, observamos também menor
conteudo de gordura total no 14° dia de lactacdo que permanece até o desmame (21° dia).
O principal compartimento responsavel pela menor massa corporal das proles OLSDG ao
desmame parece ser o conteudo de gordura corporal. Os machos SDG apresentaram maior
massa de gordura visceral no 14° dia, que se encontra normalizada ao desmame.
Figueiredo et al 2009 observaram uma reducao significativa da massa de gordura total e
subcutanea ao desmame, sem alteragdo da massa de gordura visceral.

As concentragdes de prolactina encontram-se menores nos machos da prole de ratas
SDG e OLSDG no 14° dia de lactagdo encontrando-se normalizada ao desmame. As fémeas
nao apresentaram alteragdo na prolactinemia em nenhum dos periodos estudados. Este
trabalho é o primeiro a avaliar as concentracbes de prolactina apés o consumo de
componentes isolados da linhaca. Como as maes apresentaram maior prolactinemia nos
grupos SDG e OLSDG ¢é possivel que esta alteracdo possa estar regulando a producgao
endogena de prolactina somente nos machos. Sabe-se que a prolactina pode exercer um
feed-back de alca curta, inibindo sua propria producédo e secrecdo, através do estimulo a
producdo de dopamina (Grattan & Kokay, 2008). Entre outros efeitos sobre o neurbnio
dopaminérgico ela estimula a atividade da tirosina hidroxilase, estando aumentada na
hiperprolactinemia. Desta forma, a passagem de prolactina através do leite para a prole
pode levar a um maior tbnus dopaminérgico na prole inibindo a sua prolactina (Arbosgat &
Voogt, 1991).

A prolactina parece ter um efeito adipogénico, pois camundongos deletados para o
receptor de prolactina apresentam menor formacao de tecido adiposo subcuténeo (Flint et
al, 2006). De fato, nos machos em que a prolactinemia esta menor (grupos SDG e OLSDG),
a massa total de gordura esta significativamente diminuida. Por outro lado, as fémeas SDG

que ndo apresentaram alteragdo de prolactina, também ndo apresentaram alteragdo na
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massa de tecido adiposo. Embora, as fémeas OLSDG tenham apresentado menor massa
corporal e neste caso o efeito pode ser devido ao éleo de linhaga.

Observamos hiperestrogenismo nas fémeas aos 14 dias de idade, que é revertido
aos 21 dias de idade, mostrando um mesmo perfil que as maes ao desmame. Em estudo
anterior, Troina et al (2010) observamos hiperestrogenismo aos 21 dias de idade nas
fémeas das proles de maes linhaga. Como ndo dosamos o estrogénio das maes aos 14
dias, ndo sabemos como o SDG aumentaria a passagem de estradiol pelo leite ou
estimularia diretamente a producéo de estradiol na prole.

Ndo observamos alteragdes na glicemia em nenhum dos periodos estudados.
Figueiredo et al. 2009 também nao observou redugéo da glicemia na prole de machos de
ratas que receberam linhaga na lactacdo, no entanto, Troina et al. (2010) mostrou uma
reducdo significativa da glicemia em fémeas, cujas maes receberam suplementacdo de
semente de linhaca, ao desmame. E provavel que outros componentes da linhaga tenham
exercido a agao hipoglicemiante observada no estudo anterior, visto que a semente de
linhaca é rica em fibras soluveis, que apresentam agao direta sobre o controle glicémico
(Morris, 2007).

Apesar de termos como hipétese um efeito estrogénico do SDG alterando a
morfologia ovariana ou testicular, ndo observamos alteragdes no peso relativo de ovario
nem de testiculos das proles de ratas que receberam SDG ou OLSDG durante a lactagao.
Provavelmente, isto seja devido ao tempo de duragdo do tratamento, visto que a dose
utilizada é relativamente alta. Por outro lado, ndo avaliamos quanto do administrado na méae,
de fato passa para a prole. Nossos resultados corroboram estudo anterior, onde também
nao observamos alteragdes no peso relativo de ovario em nenhum dos periodos do estudo
(Troina et al., 2010). Tou et al (1998) também n&o observaram alteragcbes da massa relativa

de testiculo durante a idade adulta.

No presente estudo, as ratas lactantes OLSDG apresentaram menores
concentragdes séricas de colesterol total e triglicerideos comparadas as ratas do grupo
SDG, e as concentragdes de ftriglicerideos foram menores também em relacdo aos
controles. Em nosso laboratério, (Troina et al 2010) também nao observamos diferengas no
colesterol e observamos menor trigliceridemia nas ratas que receberam semente de linhaca,
corroborando os resultados desse estudo. Parece que 0s altos niveis de ALA observados
no grupo OLSDG estdo relacionados a diminuicdo das concentragbes de
triglicerideos (Cunnane et al., 1993; Craig, 1999).

Aos 14 dias de lactacdo os machos das proles SDG apresentaram maiores
concentragoes de ftriglicerideos, que foram menores ao desmame, sem alteragées nas

concentracdes de colesterol total. Ja os machos das proles OLSDG apresentaram menor
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trigliceridemia somente ao desmame, sem alteragcées do colesterol total. Figueiredo et al
2009 mostrou que os machos das proles linhaca apresentaram uma reducgéao significativa do
colesterol e triglicerideos ao desmame. Desta forma, outros componentes da linhaga podem
atuar na diminui¢ao do colesterol.

No 14° dia de lactagao, as fémeas das proles SDG ndo apresentaram alteragdes do
colesterol total sérico e os ftriglicerideos encontraram-se aumentados. Ao desmame néao
observamos nenhuma alteragdo do colesterol sérico e os ftriglicerideos encontram-se
reduzidos. Ja as fémeas OLSDG apresentaram maior colesterolemia no 14° dia, sem
alteracdo dos triglicerideos séricos e ao desmame o colesterol estd normalizado e os
triglicerideos reduzidos. Troina et al 2010 mostrou que as fémeas das proles linhaca
apresentaram colesterol e triglicerideos reduzidos ao desmame. E provavel que algum
componente da linhaga que apresenta efeitos sobre os ftriglicerideos estejam sendo
transferidos pelo leite. Nao sabemos o que pode elevar os triglicerideos no grupo SDG aos

14 dias, tanto nos machos quanto nas fémeas.
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Variavel

Maes
SDG

Machos
SDG

Fémeas
SDG

Maes
OLSDG

Machos
OLSDG

Fémeas
OLSDG

14 dias

Massa corporal

Gordura corporal

Proteina corporal

Massa de gordura visceral
Triglicerideo sérico
Colesterol total sérico
Prolactina sérica
17B-Estradiol

Lactose (leite)

Proteina (leite)

21 dias

Massa corporal

Gordura corporal

Proteina corporal

Agua corporal

Mineral corporal

Massa de gordura visceral
Consumo de ALA

Triglicerideos séricos

Colesterol total sérico
Prolactina sérica
17B-Estradiol

Z Z2 Z2 Z «— Z — 2Z

N

1
N

— Z > > Z «— Z

— Z2 Z2 Z2 Z Z Z Z
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z
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—

— Z2 Z Z Z — <«

— Z Z Z Z D «— <«

z

- Z = 5 Z — < <«
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z

N= normal. Resultados vs C
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5 CONCLUSOES

O uso de dois componentes importantes da semente de linhaga pelas maes
durante a lactagcao produziu alteracbes no metabolismo materno que sao mais
evidentes para o grupo OLSDG e que apresentam em comum a hiperprolactinemia.
Os efeitos sobre a prole sdo mais evidentes no grupo OLSDG e mais acentuados
nos machos que nas fémeas. Ocorre uma diminuicdo de massa e gordura corporal
tanto nos machos quantos nas fémeas, assim como dos triglicerideos séricos ao
desmame e da prolactinemia aos 14 dias somente nos machos.

Desta forma, caracterizamos que a linhaga apresenta compostos bioativos que
podem modificar fungdes importantes no periodo de lactagao, acentuadamente nos
machos. Porém deve se atentar para o inexplicavel aumento do colesterol e

trigliceridos nas fémeas e de triglicerideos, nos machos aos 14 dias de idade.
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