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RESUMO

O consumo da linhaga tem aumentado devido ao fato da semente conter
componentes que proporcionam efeitos benéficos na saude e prevencdo de
doengas. Sendo uma importante fonte de lignana, um fitoestrégeno, que pode
causar alteragdes no aparelho reprodutor masculino. O presente estudo avaliou os
efeitos da administracdo desta semente durante a lactacdo sobre o crescimento,
parametros bioquimicos e morfologia da prostata dos filhotes machos na vida adulta.
Inicialmente foram utilizadas ratas gravidas Wistar, provenientes do Laboratério de
Nutricdo Experimental/UFF, mantidos em biotério com temperatura (21-23°C) e ciclo
claro-escuro (12/12h) controlados, recebendo agua e ragao ad libitum. O peso e
consumo foram coletados trés vezes na semana. Apds o parto foram aleatoriamente
divididas em 2 grupos: Grupo Controle (GC), com ragado a base de caseina e Grupo
Linhaca (GL), com ragcédo a base de caseina contendo 25% de semente de linhaca.
Ao desmame 8 filhotes machos de cada grupo passaram a receber ragédo comercial
até a idade adulta quando foram sacrificados aos 170 dias para a coleta do sangue
por puncdo cardiaca. A prostata retirada foi imediatamente fixada em formol
tamponado, depois processada com a técnica padrao para inclusdo em parafina.
Foram feitos cortes de 5 micrdmetros e corados com hematoxilina e eosina. Para
realizar as medidas das areas alveolares, as imagens foram captadas em um
microscopio estereoscépico e binarizadas. Posteriormente, imagens do epitélio
foram captadas, sendo as células medidas em pontos diferentes por alvéolo. Todas
as imagens foram digitalizadas e analisadas no software ImageJ (National Institutes
of Health, USA), onde foram obtidos dados da area da luz alveolar média, da area
total e da altura epitelial. As analises de hemoglobina, colesterol, triglicerideos e
HDL foram realizados com a utilizagdo de kits da BIOCLIN (Industria Quibasa —
Quimica Basica Ltda/ Belo Horizonte-MG) e para determinagées hormonais foram
utilizados kit comercial especifico para cada horménio (Siemens Medical Solutions
Diagnostics, Los Angeles, USA) através de quimioluminescéncia. Os dados foram
submetidos a comparagao entre os grupos utilizando-se o teste t Student para dados
independentes. Nos resultados que nao seguiram a distribuicdo normal foi aplicado o
teste ndo paramétrico Mann-Whitney. A significancia em todos os testes foi ao nivel
de p < 0,05. Tais analises estatisticas foram realizadas pelo programa SPSS for
Windows 10.0. Foi observada diminuicdo no peso corporal da prole ao desmame
(p=0,04) no Grupo Linhaga. Nao foram verificadas diferengas sobre o consumo
alimentar e peso corporal dos animais aos 170 dias. Houve reducdo na hemoglobina
(p=0,02), no colesterol total (p=0,02), no VLDL (p=0,03) e nos triglicerideos (p=0,03)
no GL. Nao foram observadas alteragdes na morfologia da préstata nos dois grupos
analisados. De acordo com os resultados apresentados a administracao de semente
de linhaca durante a lactagcdo ndao promove alteragdes histologicas nos alvéolos
prostaticos, mas programa para reducdo do risco cardiovascular na idade adulta,
através da melhora do perfil lipidico.

Palavras chave: linhaga, lactacao, préstata, perfil lipidico, ratos.



ABSTRACT

Flaxseed intake has increased owing to beneficial effects to health and prevention of
diseases. Provided that it's an important source of lignan, a phytoestrogen, it can
cause alterations in male reproductive system. The present study aimed to
evaluating the effects of the administration of this seed during lactation upon
offspring’s growth, biochemical parameters and prostate morphology in adult life.
Pregnant Wistar rats were used, stemming from the Laboratory of Experimental
Nutrition/UFF. Animals were kept under controlled temperature (21-23°C) and
dark/light cycle (12/12h), receiving chow ad libitum. Body weight and food
consumption were collected three times during the week. After delivery, mothers
were randomly divided in two groups, having access during all lactation period to one
of the following diets: Control group (CG), chow made up of casein and flaxseed
group (FG), chow with casein and 25% flaxseed. At weaning, 8 male pups from each
group (being used only one animal per mother) were weaned onto a commercial
chow and this was maintained until 170 days of age, when they were sacrificed to
collect blood through cardiac punction. Prostate was immediately fixated in buffered
formalin. Afterwards, it was excised and processed following the adequate technique
to inclusion in paraffin. Five micrometers thick sections were stained with
hematoxylin-eosin. In order to estimate alveolar areas, the images were captured by
a stereoscopic microscopy and they were binarized. Then, the epithelium of each
prostate was observed, being the cells measured in each alveolo. All images were
digitalized to produce tiff files and were analyzed with the software ImageJ (National
Institutes of Health, USA), by which data from average alveolar area, total area and
epithelial height were obtained. Hematocrit, cholesterol, triglycerides and HDL
analysis were carried out with BIOCLIN kits (Quimica Basica Ltda/ Belo Horizonte-
MG), whereas the hormonal determination were performed through
quimioluminescency (Siemens Medical Solutions Diagnostics, Los Angeles, USA),
using a specific commercial kit to each hormone. Data had been submitted to
comparison between groups using Student T test to independent data. In the results
that did not follow normal distribution, non-parametric Mann-Whitney test was
chosen. The established significance level was p < 0.05. All these analysis were
made by SPSS for Windows 10.0. Reduction in offspring’s body mass was observed
at weaning (p=0,04) in the Flaxseed Group. Food intake and body mass of the
animals until 170 days were different between the groups. FG had reduction in the
hemoglobin (p=0,02), cholesterol (p=0,02), VLDL (p=0,03) and triglycerides levels
(p=0,03). Also, no alterations were observed in prostatic morphology in the two
groups analyzed. In accordance with our results, flaxseed administration during
lactation did not produce histological alterations in prostatic alveolos, but
programmed to a reduction in cardiovascular risk in adult life through an
improvement in lipid profile.

Key words: flaxseed, lactation, prostate, lipidic profile, rats.



1 INTRODUGCAO

A mortalidade e incidéncia de cancer de préstata e mama sao elevadas em
paises ocidentais comparado com os paises asiaticos, tal como Japdo, que
possuem alto consumo de fitoestrégenos (VERHEUS et al., 2007, LE MARCHAND e
et al., 1994, SEVERSON et al.,, 1989). O alto consumo de fitoestrogeno esta
relacionado com a protecdo contra cancer do tipo horménio dependente
(ADLERCREUTZ, 2002) e doenga cardiovascular (ANTHONY, 2002). Com base em
estudos no Japao, o baixo risco para este tipo de doenca esta associado ao fato da
dieta conter elevadas quantidades de compostos protetores, tais como
fitoestrogenos que interferem no metabolismo hormonal ou na sua acéao
(ADLERCREUTZ, 1990).

Fitoestrogenos sdo compostos que sdo funcionalmente e estruturalmente
semelhantes aos estrogénios dos mamiferos. As duas maiores classes encontradas
na alimentacdo humana sao as isoflavonas (dadizeina, genisteina e glicitina) e as
lignanas (enterodiol e enterolactona) (VERHEUS et al., 2007).

Estudos antropolégicos, epidemiolégicos e moleculares indicam que os
homens evoluiram numa dieta com relagdo de acidos graxos essenciais omega-
6/omega-3 (EFA) proxima de 1 enquanto que nas dietas ocidentais atuais a relagcao
e 15/1 a 16.7/1 (SIMOPOULOS, 2006). Uma relagcdo omega-6/omega-3 elevada,
como é encontrado em dietas ocidentais, promove a patogénese de muitas doencgas,
incluindo a doenca cardiovascular, a osteoporose, doencgas inflamatérias e auto-
imunes, visto que niveis aumentados dos acidos graxos poliinsaturados n-3 (PUFA)
exercem efeitos supressores (SIMOPOULQOS, 2006).

Um senso comum para a prevencao do cancer, de doengas cardiovasculares
e de outras patologias inclui as seguintes estratégias: manutencdo de um peso

saudavel; a pratica de atividade fisica; o consumo de uma dieta equilibrada e



variada, incluindo quantidades amplas de graos inteiros, cereais, frutas, vegetais e
lipideos poliinsaturados com moderagao (DIVISI et al., 2006; UAUY e SOLOMONS,
2005; FAGHERAZZI et al., 2008). Esta prevencao de deve ocorrer ao longo da vida,
iniciando com a dieta materna durante a gestacao, na lactagdo, continuando durante
a infancia, adolescéncia até a idade adulta (UAUY e SOLOMONS, 2005).

A linhaga tem se destacado entre os alimentos saudaveis devido aos seus
efeitos benéficos e o poder de atuar na prevencado de doengas (OOMAH e MAZZA,
2000), sendo consumida por pessoas de todas as idades, géneros, gestantes e
mulheres durante a menopausa (WIESENFELD, 2003). Em virtude da presenca de
componentes com atividades fisioldgicas que proporcionam beneficios na saude
além da nutricdo basica, a linhaga € incluida em uma das seguintes categorias:
“alimentos funcionais”, “alimentos bioativos” e/ou “alimentos com atividade
enddcrina” (THOMPSON, 1993; KURZER,1997; BRZEZINSK,1999; HASLER, 2000).

O uso diario da semente de linhaga fornece fibras, acido graxo alfa linolénico
e lignanas para uma dieta saudavel (MORRIS, 2007). O aumento do consumo da
semente e de seus produtos pela populacdo estd relacionado aos diversos
beneficios na saude e na prevencdo de doencas que este alimento funcional
oferece, tais como: ser fonte de acidos graxos n-3, proporciona protecao
cardiovascular, atividade antiinflamatéria e diminuigdo no risco de alguns tipos de
cancer (MORRIS, 2007). Deve-se ressaltar que a semente é uma rica fonte de
diglicosidio secoisolariciresinol que possui capacidade de se ligar aos receptores de
estrogénio, podendo interferir no crescimento e desenvolvimento da préstata. Dessa
forma, é importante determinar se o consumo materno de semente de linhaca

durante a lactacao causa alteragcdes na prostata dos filhotes na idade adulta.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 LINHACA

A linhaga, cujo nome botanico é Linum usitatissimum, pertence a familia
Linaceae, € uma semente oleaginosa lisa, ovalada, pontiaguda e achatada. As
dimensdes variam de 3,0-6,4 mm de comprimento, 1,8-3,4 mm de largura e 0,5-1,6
mm de espessura. Pode ser encontrada na natureza nas cores marrom-
avermelhada e dourada. A cor é determinada pela quantidade de pigmento, quanto
maior a quantidade de pigmento mais escura sera a semente. A cor é faciimente
modificada com técnicas de plantacido (FREEMAN, 1995).

A planta da linhaga & aproveitada em quase toda sua totalidade. O caule é
usado para a produc¢ao do linho, tecido utilizado para a confecg¢ao de roupas. Da sua
semente extrai-se o Oleo, através de compressao a frio para preservar suas
propriedades; este é usado na fabricacdo de tintas, resinas e na industria
alimenticia. A semente também é usada como complemento alimentar, devido as
suas propriedades benéficas (BATELLO, 2005).

No Brasil, o tipo mais encontrado € a linhaga marrom, cujo pre¢co € menor que
a dourada, sendo esta ultima mais comum na Europa (CANADIAN GRAIN
COMMISSION, 2001). O maior produtor mundial de linhaga é o Canada. Dentre os
paises da América do Sul, a maior parte da produgédo encontra-se na Argentina (80
ton/ano). O Brasil tem uma baixa produgao (21 ton/ano) quando comparado com os
demais paises (ACEITES E GRASAS, 2000 apud TURATTI 2000).

A degradacgéo da qualidade ocorre em particular com excessiva umidade ou
calor, e pode ser reconhecida através da descoloragdo interna e/ou externa da
semente e pelo odor. A semente de linhaca tem uma vida de armazenamento maior
de 12 meses no indice de agua 9-10% (COSKURNER e KARABABA, 2007).



Diversos beneficios tém sido associados ao uso da semente de linhaga e/ou
sua farinha, tais como: protecao cardiovascular, através da melhora do perfil lipidico
(RIEDIGER et al., 2008; ZHAO et al., 2007), prevencao e tratamento do diabetes
(HILPERT et al., 2007), diminuigdo no risco de cancer (TOUILLAUD et al., 2007),
atividade antiinflamatdria (CLARK et al., 2001), prevengao da osteoporose (GRIEL et
al., 2007) e melhora da saude da prostata (NEVEN, 2003).

Devido as limitagdes no aumento do consumo de peixe pela populagcio, 0 uso
do acido alfa linolénico de origem vegetal pode ser uma importante alternativa para
fornecer concentragdes adequadas de acido eicosapentaendico (EPA) e acido
docosahexaendico (DHA) no plasma e tecidos. A farinha da semente de linhaca ou
seu Oleo podem facilmente ser incorporados a itens da dieta como péaes, cereais,
mufins, margarinas e em saladas (UNITED STATES FOOD AND DRUG
ADMINISTRATION, 2006).

2.1.1 Composicao

A semente de linhaca é rica em lipideos, proteinas e fibras dietéticas. Sua
composigao centesimal mostrou cerca de 41% de lipideos, 28% de fibras (lignana e
celulose), 21% de proteina, 4% de residuos e 6% de hidratos de carbono
distribuidos entre acidos fendlicos e agucares (ZHENG, 2005). Contém potassio,
célcio, fosforo, magnésio, enxofre e vitaminas. Sendo os componentes principais os
acidos graxos insaturados, as fibras alimentares e as lignanas. Destes 41% de
lipideos, 50-55% sdo compostos pelos acidos graxos poliinsaturados alfa-linolénico
(n-3 ou ALA), 15-18% alfa-linoléico (n-6 ou AL) e 18% de acidos graxos
monoinsaturados dmega-9 (CARTER, 1993). A quantidade de calorias presente em
100 gramas (g) de linhaca é de 396Kcal, sendo 109kcal advindas das proteinas e
287kcal dos lipidios (TURATTI, 2001).

Com o aumento da demanda por proteinas de origem vegetal, a linhaga &
uma fonte importante de proteina (OOMAH e MAZZA, 2000) assim como a soja e
possuem perfil aminoacidico similar (OOMAH e MAZZA, 1993).

As proteinas da dieta sdo propostas como tendo um efeito em varias
doencas, incluindo as coronarianas, renais e cancer. A maior proteina isolada da
linhaca mostrou alto teor de aminoacidos como arginina, glutamina e aspartato
(CHUNG, 2001).



A semente é pobre em carboidratos (agucares e amidos) fornecendo apenas
1g por 100g, contribuindo pouco para a ingestao total de carboidratos (MORRIS,
2003). Dos 28% de fibras, as principais fragbes s&o a celulose, que € o principal
material estrutural das paredes celulares; mucilagens, um polissacarideo que se
torna viscoso ao ser misturado a agua ou outros fluidos e ligninas, que contribui para
a rigidez das paredes celulares (WARRAND et al, 2005). Contém fibras soluveis e
insoluveis, as quais aumentam o peso e a viscosidade do material digerido e
diminuem o tempo de transito intestinal no intestino. Desse modo, as fibras ajudam
no controle do apetite e da glicose sanguinea, promovem efeito laxativo e reduzem
os lipideos sanguineos. Dietas ricas em fibra podem reduzir o risco de doencgas
cardiacas, diabetes, cancer de colon, obesidade e inflamagdo (BRENNAN, 2005;
CORDAIN, 2005).

A linhaga contém trés tipos de extratos fendlicos: acidos fendlicos, flavondides
e lignanas. Os compostos fendlicos possuem diferentes fungdes, alguns parecem ter
efeitos antioxidantes e anticancer em humanos (THOMASSET et al., 2007; OOMAH,
et al., 1995). Os antioxidantes sdo substancias capazes de prevenir os efeitos
deletérios da oxidacao pela inibicdo da lipoperoxidacao, sequestro de radicais livres
e/ou quelagdo de ions metalicos. Os antioxidantes podem ser divididos em duas
classes: os com atividade enzimatica e os sem atividade. No primeiro grupo estao os
compostos capazes de bloquear a iniciagdo da oxidagéo, ou seja, as enzimas que
removem as espécies reativas ao oxigénio. No segundo grupo estdo os que
interagem com as espécies radicalares e sao consumidas durante a reagao. Neste
grupo incluem-se os antioxidantes naturais, como os compostos fendlicos
(MOREIRA e MANCINI FILHO, 2003). Os compostos fendlicos presentes em 6leos
de sementes possuem fortes propriedades antioxidantes e quando usados junto com
ingredientes de alimentos processados contendo lipideos podem exercer um efeito
positivo na redugdo da oxidagado lipidica (MOREIRA, 1999), podendo agir ainda
como redutores de oxigénio e atuar na quelacdo de metais (DUARTE-ALMEIDA et
al., 2006).

Apesar do alto valor nutritivo da linhaga € valido ressaltar que em sua
composicao existem fatores anti-nutricionais que podem causar efeitos adversos. A
linatina pode interferir na absorcéo de vitamina B6 podendo promover deficiéncia; os
compostos cianogénicos e acido fitico, que pode quelar minerais como o zinco € o

calcio. Essa caracteristica pode resultar em uma deficiéncia de minerais e afetar o



desenvolvimento 6sseo (THOMPSON, 1993; OOMAH et al., 1992). O caélcio sérico
se mostrou reduzido num estudo realizado com ratas gestantes em grupos que
consumiram 13%, 26% de farinha de linhaga desengordurada e 20 % da farinha
completa. Ja 40% da farinha reduziu os teores de proteina sérica (WIESENFELD et
al., 2003).

2.1.2 Acidos graxos essenciais

Os acidos graxos essenciais sao acidos graxos poliinsaturados (PUFAs), que
apresentam duplas ligagdes cis, pertencentes a familia 6mega-3 ou dmega-6 (Figura
1). Estes acidos n&o podem ser produzidos pelo organismo humano, sendo obtidos
pela dieta, pois ndao dispde de enzimas para a sua sintese, mas pode a partir deles
produzir outros da mesma familia, inserindo na cadeia carbédnica um maior nimero
de duplas ligag¢des, por meio das enzimas dessaturases e aumentando o numero de
atomos de carbonos da cadeia, através das enzimas elongases (Figura 2) (SILVA e
MURA, 2007).

Figura 1 — Estrutura dos acidos graxos essenciais

Acido graxo alfa-linolénico 18:3n-3

CH3;CH-CH=CHCH.CH=CHCH:;CH=CHCH:7COOH
w-3 A-15

Acido graxo linoléico 18:2 n-6

CH:CHy4CH=CHCH2CH=CH37;COOH
w-0O A-12

Fonte: INNIS, 2008.



Figura 2 — Esquema da dessaturacéo e elongacao dos acidos graxos linoléico
(18:2n-6) e linolénico (18:3n-3).
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t T —
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Fonte: INNIS, 2003.

O acido linoléico (AL; 18:2n-6) e o acido alfa-linolénico (ALA; 18:3n-3) sao
essenciais, precursores de outros acidos graxos e importantes componentes das
membranas celulares dos animais e das plantas. A conversdo do ALA da dieta em
EPA (acido eicosapentaendico; 20:5n-3) é limitada, visto que a eficacia da sintese
do acido graxo poliinsaturado (PUFA) n-3 diminui no final da cascata de conversao.
Desse modo, a sintese de DHA (acido docosahexaendico; 22:6n-3) a partir do ALA é
ainda mais restrita que a do EPA. A presenca de acido linoléico reduz a sintese de
EPA por competicdo, entre ambos, pelas enzimas dessaturases e elongases
(SIMOPOULOS et al, 2000) da via das cicloxigenases e lipoxigenases
(SIMOPOULOS, 2002). O acido araquidonico (AA, 20:4n-6) produz eicosandides da
série 2, que sao pro-inflamatdrios e agregatoérios; enquanto que os eicosandides
derivados do EPA sao menos inflamatérios e agregatérios, da série 3

(prostaglandinas e tromboxanos) e da série 5 (leucotrienos) (SIMOPOULOS, 1999).



Outros fatores da dieta influenciam na conversao tais como a razdo de
poliinsaturados e gordura saturada, a quantidade de EPA, de acidos graxos trans e
de proteina consumidos (SUGANO e IKEDA, 1996). A eficiéncia da conversdo e os
fatores interferentes podem ser importantes para a saude humana (HARPER et al.,
2006), visto que o DHA é importante para membranas bioldgicas, retina, cortex
cerebral, testiculo, e o EPA devido aos seus efeitos nas artérias (antitrombotico e
antiinflamatorio) os quais resultam do metabolismo dos eicosandides (MUELLER e
TALBERT, 1988).

O consumo inadequado de acidos graxos n-3 diminui os niveis de DHA e
aumentam os de acidos graxos n-6 no cérebro. A diminuicdo do DHA no cérebro em
desenvolvimento causa deficiéncia na neurogénese, no metabolismo de
neurotransmissores, e altera o aprendizado e a funcéo visual em animais. Dietas
ocidentais sdo pobres em acidos graxos n-3, incluindo o ALA que é encontrado em
Oleos vegetais e o DHA, cuja principal fonte é o peixe. Os teores de DHA no recém
nascido e lactente dependem da ingestdo materna de DHA (INNIS, 2008). Estudos
intervencionais e epidemiolégicos mostraram diminuicdo do risco de
desenvolvimento neural e visual insuficiente através da suplementacdo materna com
DHA e relacionaram o baixo consumo com o déficit neural (INNIS e FRIESEN, 2008;
DUNSTAN et al.,, 2006). Dessa forma, existem evidencias suficientes para se
concluir que o consumo materno de acidos graxos € importante para a transferéncia
do DHA para o bebé antes e apds o nascimento, com possiveis implicagdes a curto
e longo prazo para a fungao neural (INNIS, 2008).

A relagao de acidos graxos n-6/n-3 parece ser importante para a produgao de
otimos efeitos na saude humana, sendo sugerida uma razdo de 2-4:1 para a
populagcdo geral (SIMOPOULOS, 2002). O Instituto de Medicina dos Estados
Unidos, em 2002, preconizou uma razao de 5:1 para a populacdo dos Estados
Unidos e do Canada.

Aproximadamente 57% dos acidos graxos totais da linhaga sdo compostos
por ALA, enquanto que os acidos graxos n-6 compreendem 16%. Assim, a semente
contém acima de trés vezes mais n-3 do que de n-6, apresentando uma relagao n-
6/n-3 do 0,3:1. Por comparacgao, a relagao n-6/n-3 para o 6leo de milho € 58:1; para
o 6leo de soja, 7:1; e para o oleo do canola, 2: 1. Uma boa fonte de acido graxo n-3
para se introduzir na dieta € a linhaga pelo seu alto teor de ALA (MORRIS, 2007). A

linhaga ou alimentos ricos em ALA, tal como ovos enriquecidos com n-3 derivado



das galinhas alimentadas com linhaga, aumentam o consumo de n-3 e melhoram a
relacdo n-6/n-3 da dieta (FERRIER et al., 1995).

2.1.3 Lignanas

Lignanas e seus compostos fendlicos sao classificados como fitoestrogenos
(ADLERCREUTZ et al., 1997). A linhaca é uma importante fonte dietética de lignana,
com 100 vezes mais do que em qualquer outro alimento (THOMPSON, 1991), a qual
possui efeitos protetores devido ao fato da mesma interferir no metabolismo de
horménios sexuais endégenos (ADLERCREUTZ et al., 1988). O diglicosideo
secoisolariciresinol (SDG) € a principal lignana encontrada na linhaga. A semente
contém outras lignanas, tais como matairesinol, pinoresinol, lariciresinol,
isolariciresinol e secoisolariciresinol. O SDG é o precursor das lignanas dos
mamiferos, enterodiol (ED) e enterolactona (EL), que s&o produzidas por acao da
flora bacteriana no c6lon (THOMPSON et al., 1991). A EL também pode ser formada
através da oxidagdo do ED no coélon. Uma vez formados, as lignanas dos mamiferos
caem na circulagdo entero-hepatica e sao excretados na urina (SETCHELL e
ADLERCREUTZ, 1988). Estudo em humanos mostrou que a absor¢ao no cdlon
ocorre variando de 8-10 horas apos o consumo da lignana e atinge a maior
concentragdo sanguinea de 7-10 horas depois. Deve-se moer ou triturar a linhaga
para melhorar a biodisponibilidade das lignanas (KUIJSTEN et al., 2005).

Estudo realizado com 80 pessoas que consumiram semente de linhaga ou
seu 6leo em uma ou duas refeicdes diarias demonstrou que € possivel obter efeitos
de aumentos significativos em concentragcbes séricas de EL e de ALA (TARPILA et
al., 2002).

O ED e a EL possuem estruturas quimicas semelhantes ao 17-B-estradiol (
Figura 3) podendo se ligar aos receptores de estrogénio (RE), porém com menor
afinidade que o estrogénio endégeno (MIKSICEK, 1994).

As lignanas se ligam aos receptores de estrogénio, da mesma forma que o
estrogénio endégeno, esta ligagdo afeta a agdo dos receptores e a resposta dos
tecidos, tal como do aparelho reprodutor. As lignanas s&o menos potentes que os
estrogénios, podendo agir como fracos estrogénios ou antagonizar as suas agdes,
dependendo da presenga do endégeno (HUTCHINS e SLAVIN, 2003).



Foram atribuidas as lignanas algumas acdes especificas, tais como:
antioxidante, prevenindo a formacado de radicais livres (PRASAD, 1997a); exerce
influéncia nos receptores das membranas (JACOBS et al., 2005); estimula a sintese
de globulina ligadora dos hormdnios sexuais, que se liga diminuindo a concentragéo
destes hormdnios no plasma reduzindo a atividade biolégica (ADLERCREUTZ,

1995) e inibe a aromatase, enzima envolvida com a produgdo de estrogénios
(WANG, 2002).

Figura 3 — Estruturas quimicas 173-Estradiol, secoisolariciresinol, ED e EL.
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Fonte: BEGUM et al., 2004.

Enterodiol

2.2 Linhaga e lactagéo

O crescimento saudavel é alcangcado com uma alimentacdo adequada. Na
fase inicial da vida, o leite humano €& o alimento que reune as caracteristicas
nutricionais ideais, nutrientes adaptados as condi¢cdes digestivas e metabdlicas da
crianga, com balanceamento adequado, além de desenvolver inUmeras vantagens
imunoldgicas e psicolégicas, importantes na diminuigdo da morbidade e mortalidade
infantil (MARQUES, 2004).

A importancia do leite humano como protetor contra determinadas doencgas é

reconhecida ha muitos anos. Estudos revelam maior resisténcia a infeccgdes,



principalmente diarréias, otite média e doenca respiratéria nas criangas
amamentadas. A atividade antimicrobiana do leite se encontra distribuida entre os
componentes celulares e humorais. Os celulares incluem macréfagos, leucocitos
polimorfonucleares e linfocitos. Os componentes humorais incluem imunoglobulinas,
lactoferrina, lisozima, entre outros (CURY, 2003).

Nos periodos de gestagdo e lactacdo acontecem varias modificagdes no
organismo materno a fim de garantir o crescimento e desenvolvimento fetal, manter
a saude da méae, possibilitar a recuperagao pds-parto, assim como assegurar a
nutricdo do recém-nascido por meio do processo da amamentagdo com adequada
producao de leite e, conseqlientemente, o desenvolvimento do neonato (LEITE et
al., 2002).

Todas estas alteragdes elevam as demandas nutricionais, havendo a
necessidade de aumento proporcional dos nutrientes na alimentacdo materna, nao
s6 no periodo pré como no pés-natal (LEITE et al., 2002). Desta forma, o periodo
lactacional requer também uma demanda adicional consideravel nos requerimentos
de aminoacidos, além dos exigidos pelas necessidades basais (OLIVEIRA et al.,
2001). Parte da energia e dos nutrientes estocados durante a gestagdo estara
disponivel para manter a producéao de leite durante a lactagdo, a qual € considerada
bem sucedida quando a prole apresenta crescimento e estado nutricional adequados
(LEITE et al., 2002). Portanto, uma nutricdo adequada e balanceada constitui um
fator protetor, tanto para o feto quanto para recém-nascido (OLIVEIRA et al., 2001).

O leite humano tem composi¢ao variavel de acordo com o estagio da
lactacdo, podendo ser chamado de colostro, leite de transigdo e leite maduro. O
colostro é secretado nos primeiros 5 dias apos o parto, elevada concentracdo de
beta caroteno, imunoglobulina A secretéria, lactoferrina, macréfagos e linfécitos. O
leite de transicéo é produzido entre o 5° e 15° dia de vida da crianca. O leite maduro
tem volume (700/900ml nos primeiros 6 meses) e composicdo estaveis (CURY,
2003). Do total energético do leite humano, 50% sao provenientes dos lipideos,
sendo necessario para fornecer energia para o rapido crescimento do recém-
nascido. Os lipidios do leite humano, além de fornecerem energia, também
apresentam importantes papéis fisiologicos e estruturais; sdo veiculos para a
entrada das vitaminas lipossoluveis do leite, bem como de acidos graxos essenciais
(n-3 e n-6) importantes para o completo desenvolvimento do cérebro, retina e outros

orgaos incluindo a pele. Cerca de 15% da gordura do leite é constituida pelos



PUFAs de cadeia longa, entre eles o docosahexaendico (DHA: 22:6 n-3) e o
araquidoénico, que sao derivados dos acidos graxos essenciais. A porcentagem
destes acidos é superior a existente no leite de vaca, o que constitui uma vantagem
para os recém-nascidos em aleitamento materno (NEVILLE, 1997).

A maturacdo do sistema nervoso central tem inicio na fase intra-uterina e
persiste até os 7 anos, apresentando maior intensidade nos primeiros 2 anos de
vida. O processo morfogénico, diretamente associado a fungdo do cérebro requer
uma oferta de acidos graxos especifica, principalmente de acidos araquidénico e
docosahexaendico, pois participam da mielinizacdo e da proliferacido celular
(NEVILLE, 1997; PATIN, 2006).

A ingestdo dietética usual de macronutrientes (glicidios, lipidios, proteinas)
tem pouco efeito na quantidade total de nutrientes no leite humano. Contudo, a
proporgcao de diferentes acidos graxos no leite varia conforme a ingestdo materna.
Desta forma, a qualidade dos lipidios da dieta materna tem influéncia direta no perfil
de acidos graxos do leite secretado (VITOLO, 1994). Sabe-se que a mudanga da
qualidade da gordura da dieta materna pode influenciar o padrédo de acido graxo do
leite produzido, dentro de 2 a 3 dias (PATIN, 2006).

A linhaca fornece uma mistura Unica de acidos graxos, rica em ALA e AL, que
sdo essenciais para os humanos e precisam ser obtidos através da alimentagao
(MORRIS, 2003). Sendo uma boa opgao para ser utilizada como suplemento
durante a lactacao.

A suplementagcdo materna de DHA resultou em elevadas concentragcdes
plasmaticas de DHA durante a suplementacdo e em maior indice de

desenvolvimento psicomotor aos 30 meses de idade (JENSEN et al., 2005).

2.3 Linhaga e programacgao

Os componentes da linhaga com atividade semelhante a hormdnios podem
ser transferidos durante a lactagao através do leite materno (WARD et al., 2001).
Estudos mostram beneficios do consumo da semente na idade adulta, porém
durante a lactacdo, que € um periodo hormdnio-sensivel, pode causar efeitos a
longo prazo em diversos sistemas como por exemplo no aparelho reprodutor. Este
fato pode ser explicado pelo termo “programacgdo” que € o processo pelo qual

determinado fator atua no inicio da vida, num periodo critico ou sensivel, podendo



gerar efeitos na saude na idade adulta (REMACLE et al.; 2004; LUCAS, 1991).
Diversos estudos epidemiolégicos em humanos tém indicado que a nutricado pré-
natal e poés-natal inicial influenciam na predisposicdo, durante a vida adulta, de
doencas crbnicas associadas a alimentacido incluindo diabetes mellitus tipo 2,
obesidade, doengas cardiovasculares e cancer (FRANKEL et al., 1999; LEON 1998;
RASMUSSEN, 1991).

Passos et al. (2000) submeteram ratas a uma dieta restrita em proteinas (8%)
ou em energia (40%) durante o periodo de lactagdo. Ao nascimento os filhotes
passaram a receber uma dieta normal até 180 dias. Os autores demonstraram com
este modelo experimental que o tipo da nutrigdo materna durante a lactagdo pode
influenciar o peso corporal de sua prole na vida adulta, e este resultado pode ser
associado a concentragao protéica e lipidica do leite.

Diversas investigagdes mostraram que a nutricdo influencia a sintese de
hormdnios envolvidos no processo de desenvolvimento, crescimento e metabolismo
(DAUNCEY et al., 2001). Os efeitos sao exercidos por nutrientes especificos e por
mudangas na ingestdo do total de alimentos, como ocorrem durante a desnutrigéo.
O mecanismo pelo qual a nutrigdo modula a agéo da hormonal é pela regulagao dos
receptores e esta resposta pode ser especifica para um determinado tecido
(WELLER et al., 1994).

Estudo realizado por Owen et al. (2005) mostra uma associagao positiva entre
o ganho de peso durante a infancia (até 3 anos) e o excesso de peso ou obesidade
na idade adulta.

Em uma amostra de 393 criangas, altos niveis de DHA ao nascimento foram
associados com menor risco de desenvolver problemas comportamentais aos 7
anos de idade. O autor também verificou a presenga da associagao negativa em
criancas alimentadas com férmulas artificiais, que sao ricas em AL (KRABBENDAM
et al., 2007).

2.4 Linhaca e prostata

A prostata é uma das gléandulas acessoérias do sistema reprodutor masculino,
localizada na base da bexiga e pesando em torno de 20g em um homem adulto. As
glandulas do sistema reprodutor apresentam a mesma origem embriondria, porém

apenas o cancer de prostata é freqliente. A maior fungcdo deste 6rgao esta



relacionada com a produgdo de uma secregcao que ajuda manter a fungcdo dos
espermatozoides, formando o sémen. O crescimento e desenvolvimento da prostata
sao controlados por horménios sexuais. Especula-se a possibilidade da dieta e
fatores nutricionais maternos modularem o desenvolvimento de alteracbes na
prostata e o risco de cancer décadas depois (CLINTON e GIOVANNUCCI, 1998).
Uma alimentagao rica em gordura saturada também parece estar associada ao risco
aumentado para o cancer de prostata (ADLERCREUTZ, 1990).

O cancer de prostata € uma das principais causas de doenca e morte,
representando no Brasil a segunda causa de O&bitos por cancer em homens. A
hiperplasia prostatica benigna € uma doencga progressiva de alta prevaléncia, com
evidéncias histolégicas em 50% dos homens aos 50 anos e 90% aos 80 anos de
idade. A patogénese das neoplasias prostaticas tem sido associada a agdo dos
androgénios e ao seu receptor nuclear especifico (BRUM et al., 2005).

A incidéncia de canceres horménio dependentes, como de mama e de
prostata, € menor em paises orientais (China e Japao) quando comparados aos
paises ocidentais. Acredita-se que a dieta € o fator que possui maior efeito no risco
de desenvolver doengas e um grupo de compostos, os fitoestrogenos, que séo
consumidos com freqliéncia na populacao asiatica parece estar relacionado a esta
protecdo. Visto que foram encontradas concentracbes plasmaticas e urinarias de
fitoestrégenos muito mais elevados nas areas onde a incidéncia do cancer é baixa
em comparagao com areas da incidéncia elevada (MAGEE e ROWLAND, 2003).

Em ratos, a fase critica de diferenciagcao sexual ocorre do 18° dia de gestagao
e continua até o 10°dia pds-natal (MANSON e KANG, 1989), sendo critico o periodo
inicial da lactacdo para o desenvolvimento da préstata. E importante ressaltar que os
componentes com atividades hormonais da linhaca sdao passados através do leite
(WARD et al., 2001).

O crescimento da prostata € regulado por hormdnios androgénios e
estrogénios. A préstata é altamente dependente de andrégenos para o crescimento,
os estrogénios podem controlar a fungdo normal e o crescimento patolégico da
glandula (EVANS et al., 1995).

A testosterona, principal andrégeno da circulagdo, € responsavel pelo
desenvolvimento e manutencao das caracteristicas sexuais masculinas e do estado
anabodlico de tecidos. E sintetizada a partir do colesterol (fig. 4) por uma seqiiéncia

de cadeias enzimaticas dentro das células de Leydig, localizadas no intersticio do



testiculo maduro (KNOBIL e NEILL, 1988). O colesterol utilizado para a sintese de
testosterona pode ser obtido pelas células de Leydig por sintese “DE NOVO?”,
predominantemente, através de ésteres de colesterol armazenados na matriz
intracelular ou a partir de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) colesterol
extracelular (KNOBIL e NEILL, 1988).

A testosterona é secretada durante trés épocas da vida: no primeiro trimestre
da vida intra-uterina, transitoriamente; na vida neonatal e continuamente apés a
puberdade. O nivel de testosterona produzido pode ser calculado pela depuracao
metabdlica, pela média dos niveis de testosterona circulante, por diferenca
arteriovenosa testicular ou pela taxa de fluxo testicular (GEBARA et al., 2002).

Ja foi documentado que os metabdlitos do SDG, ED e EL, podem inibir a
enzima 5a-redutase que converte a testosterona em dihidrotestosterona (DHT), o
androgeno mais potente (EVANS et al., 1995). O DHT é o mais ativo agonista dos
receptores de testosterona, que por aromatizagao, € também convertida em estradiol
em menor proporcdo. No cérebro, a aromatizagao da testosterona em estradiol tem
um importante efeito na regulagdo da secrecdo de gonadotrofina e na fungao sexual
e, nos demais tecidos, a importancia da aromatizagdao na mediacado do efeito da
testosterona ainda nao foi esclarecida (GEBARA et al., 2002).

Na préstata, o receptor de estrogénio 3 (ERB) parece ser o mais importante
na regulagcdo de alteragbes morfolégicas que sdo dependentes de hormdnios
(WEIHUA et al.,, 2002; WEIHUA et al., 2001). Um estudo de caso-controle
comprovou a associagao do alto consumo de alimentos ricos em fitoestrégenos com
a diminuic&o do risco de cancer de préstata (HEDELIN et al., 2006).

Tou et al. (1998) ofertaram 10% de linhaga a ratas durante o periodo de
gestacéao e lactacao e verificaram maior peso relativo da préstata. Em outro estudo,
ratas que consumiram 20% de linhaga durante a gestacao, lactagdo e a prole foi
mantida na mesma dieta por 70 dias foi encontrado diminui¢do no peso da prostata
indo de encontro aos resultados encontrados por Tou et al. (SPRANDO et al., 2000).

A linhaga contém 50-55% do total de lipideos na forma de ALA (CARTER,
1993). Alguns estudos examinaram através de questionarios de frequéncia alimentar
a associacado entre PUFAs e risco de cancer da prostata, em dois trabalhos os
autores encontraram associag¢ao positiva (DE STEFANI et al., 2000; RAMON et al.,
2000) e em outro os autores nao verificaram nenhuma associagdo (ANDERSSON et

al., 1996). Attar-Bashi et al. (2004) avaliou a evidéncia na associacao entre o ALA e



o risco de cancer de prostata em humanos através de uma revisao de artigos
publicados no Medline e concluiu que os estudos apresentam limitagdes pois alguns
trabalhos incluem a suposi¢cao que os niveis dietéticos ou plasmaticos de ALA estao
associados positivamente com concentracdes aumentadas de ALA no tecido da
prostatico, e erros de medida no consumo alimentar, no plasma e nas concentragdes

do ALA nas células do sangue.
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Figura 4 — Biossintese de testosterona (KNOBIL e NEILL, 1988)

2.5 Linhaca e doengas cardiovasculares

A doencga cardiovascular (DCV) continua sendo uma das principais causas de
invalidez e morte. Estudos clinicos indicam que a hipercolesterolemia € o maior fator
de risco para o desenvolvimento da DCV, a qual evoluiu para a principal causa de
morte nos Estados Unidos desde 1990 (ROSAMOND et al.,, 2008). A doenga

cardiovascular é o resultado da aterosclerose, uma doenca inflamatdria que se inicia



na infancia e envolve mudangas no endotélio. Um endotélio saudavel mantém a
fluidez sanguinea, controla o estresse oxidativo, reduz a atividade plaquetaria e
reacoes inflamatdrias. O endotélio pode ser afetado pelo fumo, diabetes, infecgoes e
pela dieta, esta devido ao seu efeito nas concentragdes sanguineas de colesterol,
presséo e inflamagao (CORTI et al., 2003; BARAC et al., 2007; PRATICO, 2005).

A hipertrigliceridemia, outro tipo comum de dislipidemia, € um fator de risco
para a progressao da aterosclerose e um preditor independente de futuro infarto do
miocardio. O consumo de 4&acidos graxos n-3, EPA e DHA, reduzem as
concentragdes de triglicerideos pos-prandiais e de jejum nos humanos assim como
em animais (STAMPFER et al., 1996; ROCHE e GIBNEY, 2000).

Pesquisadores e nutricionistas procuram reduzir o risco da DCV através da
normalizagdo do colesterol sérico, triglicerideo e melhorando a razdo das
lipoproteinas de alta densidade (HDL)/lipoproteinas de baixa densidade (LDL)
através de mudancas na dieta e medicamentos (TZANG et al., 2008).

As sociedades européia e americana do coragao incluiram o EPA em seus
protocolos de tratamentos para infarto do miocardio, prevencado de DCV e de morte
subita por doenga cardiaca (VON SCHACKY, 2007). A Associagdo Americana do
Coracao (AHA) recomenda o consumo de 6leo de peixe ou alimentos ricos em ALA
2 vezes na semana por individuos que ndo possuem doengas coronarianas (KRIS-
ETHERTON, 2002).

Um dos motivos que tem aumentado o interesse da populagao pela linhaga é
o fato dos seus componentes atuarem na prevengao das doencas cardiovasculares.
Estudos clinicos e epidemioldgicos mostraram o efeito benéfico do ALA, EPA e DHA
no sistema cardiovascular (DJOUSSE et al., 2001; HU et al., 2002), pela melhora do
perfil lipidico (CALABRESI et al., 2004), diminuicdo da pressdao sanguinea
(GELEIJNSE et al., 2002) e reducéao das proteinas inflamatdrias (ZHAO et al., 2004).

A principal via de excregdo do colesterol é a sua transformacédo em acidos
biliares, que além de participarem da emulsificacdo dos lipideos da dieta, sdo a
maneira indireta de excretar o colesterol. Parte desses acidos biliares € excretada
nas fezes e a outra parte sofre reabsorgao no ileo retornando ao figado pelo sistema
porta. Esta via € denominada ciclo éntero-hepatico. A linhaga possui 28% de fibras,
que podem alterar este ciclo através da reducao da reabsorcdo dos acidos biliares,
aumentando a excreg¢ao nas fezes, que acarreta uma maior produgao destes acidos

pelo figado, gerando consequentemente um aumento da necessidade de colesterol.



Desse modo, o figado aumenta a expressdo do receptor LDL, levando a uma
diminuicdo da quantidade de LDL no sangue, reduzindo o risco de doencgas
cardiovasculares (SILVA e MURA, 2007).

Prasad em 1997 verificou a reducdo de 46% da aterosclerose na aorta de
coelhos alimentados com uma dieta rica em colesterol somada a semente de

linhaga, porém sem redugao do colesterol sérico.



3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia de uma dieta contendo semente de linhaga, como fonte
exclusiva de fibras e acidos graxos essenciais, sobre o crescimento, parametros

bioquimicos e morfologia da prostata dos filhotes machos na vida adulta.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar o crematécrito do leite no 20° dia de lactagao;

e Determinar o Valor de Lacténcia; o Coeficiente de Eficacia Alimentar; e o
Protein Efficiency Ratio;

e Determinar os teores de estradiol e testosterona no soro dos animais na idade
adulta;

e Avaliar as concentragdes de hemoglobina, colesterol total, LDL, VLDL, HDL,
triglicerideos assim como o percentual de hematdcrito, em animais na idade
adulta;

e Determinar a area da luz alveolar da préostata e a altura epitelial da préstata;

e Avaliar a massa de gordura visceral nos animais na idade adulta;

e Comparar os resultados obtidos entre os grupos, analisando desta forma a

utilizacdo da semente de linhaga nos parametros estudados.



4 MATERIAL E METODOS:

4.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo comité de Etica em Pesquisa Animal
da Pré-Reitoria de Pesquisa e Pds-Graduacéo da Universidade Federal Fluminense
(UFF), sob o parecer n°0024/08. Todos os procedimentos seguiram as normas do
Colégio Brasileiro de Experimentagcdo Animal (COBEA).

Foram utilizados 16 ratos Wistar fémeas provenientes da colbnia do
Laboratério de Nutricdo Experimental (LabNE) da UFF, nuliparas, 90 dias de idade,
acasaladas na proporcdo de 3 fémeas para 1 macho recebendo ragcdo comercial
(23% de proteina, Nuvilab®, Nuvital Ltda, Parana, Brasil). O peso e consumo de
racao foram coletados 3 vezes na semana. Todos os animais foram mantidos em
biotério com temperatura (21-23°C) e ciclo claro escuro (12/12h) controlados,
recebendo agua e ragao ad libitum.

Apobs o parto, as maes foram aleatoriamente divididas em 2 grupos durante o
periodo de lactagao:

-Grupo Controle (GC), recebeu racdo a base de caseina, com 17% de
proteina.

-Grupo Linhaca (GL), recebeu racédo a base de caseina, com 17% de
proteina, adicionada de 25% de semente de linhaga.

No dia do parto, a ninhada foi ajustada para seis filhotes, numero que confere
maior performance lactacional (FISHBECK e RASMUSSEN, 1987).

No 20° dia as ratas lactantes foram ordenhadas para a obtencao do leite. O

leite foi armazenado em freezer a — 20°C para posterior analise.



Ao desmame 8 filhotes machos de cada grupo (sendo utilizado apenas 1
animal de cada mae) passaram a receber racdo comercial até a idade adulta,

quando foram sacrificados aos 170 dias de vida.

4.2 RACOES EXPERIMENTAIS

A semente foi triturada em liquidificador para obtengdo da farinha, que
posteriormente foi pesada, ensacada, lacrada e armazenada em geladeira até ser
usada para a confeccido da ragdo. As racdes experimentais preparadas no LABNE
eram isocaléricas, com 17% de proteina (AIN-G), adicionadas de misturas de
vitaminas e minerais segundo as normas do Comitee on Laboratory Animal Diets,
1979, modificadas segundo as recomendacdes do American Institute of Nutrition-93
garantindo que cada nutriente exerca suas fungdes especificas (REEVES, 1993). A
racdo que foi ofertada ao Grupo Linhaga tinha uma concentracédo de 25% de
semente de linhaga, com o objetivo de suprir toda recomendagdo de fibra. Os
ingredientes das racdes experimentais (tabela 1) foram pesados e homogeneizados
em batedeira industrial Hobart® (S&o Paulo, SP, Brasil), com agua fervente para
gelatinizacdo do amido. A massa obtida foi transformada em pellets e seca em
estufa ventilada (Fabbe-Primar® n°171, Sdo Paulo, SP, Brasil) a 60°C por 24h, e

apos identificagdo, armazenada sob refrigeragao até o uso.



Tabela 1- Composicéo a cada 100g das ragdes utilizadas no ensaio durante a fase

de lactagao (17% de proteina: AIN-G).

Nutrientes Caseina (g) Linhaga (g)
Caseina’ 20 14,11
Linhaga® 0 25
Amido® 52,95 45,84
Acucar Refinado* 10 10
Mistura de Minerais AIN 93G' 3,50 3,50
Mistura de Vitaminas' 1 1
Oleo de soja’ 7 0
Celulose® 5 0
Bitartarato de Colina’ 0,25 0,25
Cistina' 0,30 0,30
Tert-Butil hidroquinona 0,0014 0,0014
Total 100 100

Os ingredientes utilizados no preparo das dietas foram fornecidos por: ' M. Cassab Comércio e

Industria Ltda (S&o Paulo, SP, Brasil). > Arma Zen Produtos Naturais Ltda (Rio de Janeiro, RJ, Brasil); s

Maisena da Unilever Bestfoods Brasil Ltda (Mogi Guacu, SP, Brasil); * Unido (Rio de Janeiro, RJ,

Brasil); °Liza da Cargill Agricultura Ltda (Mairinque SP, Brasil); ® Microcel da Blanver Ltda (Cotia,

SP, Brasil).
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Figura 5 - Dietas experimentais utilizadas durante o periodo de lactagéo.



A racao comercial utilizada foi fornecida pela Nuvilab® (Nuvital Ltda). Suas
principais fontes protéicas sao: carne, peixe, soja e aminoacidos. A mesma era
composta por 23% de fonte protéica, 67,6% de amido, 4% de mistura de minerais,

0,4% de mistura de vitaminas e 5% de 6leo de soja.

Figura 6 - Dieta comercial utilizada apds o periodo de lactagao.

4.3 ANALISE QUIMICA DOS PRODUTOS CONSTITUINTES DAS RACOES

Para a analise quimica das ragdes, foram mensurados a umidade, o teor de
cinzas, o extrato etéreo, as proteinas e os carboidratos, conforme detalhamento
abaixo. As dosagens foram realizadas em triplicata, sendo registrada a meédia

encontrada.

Composicido Centesimal:

* Umidade: foi determinada por gravimetria, em estufa a 105° C, até a obtencédo de
peso constante (AOAC, 1984).

» Cinzas: A fragao cinza, ou residuo mineral fixo, foi determinada por gravimetria,
utilizando-se mufla a 550° C (AOAC,1984).

» Extrato etéreo: A fracdo lipidica, ou extrato etéreo, foi determinado utilizando o
extrator de Soxhlet, utilizando como solvente o éter etilico e o éter de petrdleo
(AOAC, 1984).



* Proteina: foi feita pelo método de Micro-Kjeldahl para nitrogénio total, onde o fator
6,25 foi utilizado para a conversao em proteina, a partir do percentual de nitrogénio
encontrado nas dietas em estudo.

* Fracdo Nifext: A determinacao da fracdo Nifext, que corresponde aos carboidratos,

foi realizada pela diferenca, apds a determinagao das fragdes anteriores.

4.4 AVALIACAO DO VALOR BIOLOGICO DAS RAGCOES

Para avaliacdo do valor biolégico das ragdes, foram utilizados os seguintes

indices:

Protein Efficiency Ratio (PER): Este método mede o quociente do ganho de peso (g)
pela quantidade de proteina ingerida (g) por um grupo de animais alimentados com
uma dieta contendo a proteina em estudo durante 28 dias. Assumindo-se que ocorre
variagao do total de proteina corporal motivada por diferengas da qualidade protéica
de dietas, € comum medir-se a variagdo de massa corporal como um reflexo global
da atuagao da proteina ingerida (ANGELIS, 1995).

Valor de Lactancia (VL): E baseado no incremento do peso corporal, o qual avalia a

relacéo entre a qualidade da proteina e a produgéao de leite (TAGLE, 1981a).

Variacao de peso da mae (g) + Ganho de peso das crias(g)

VL =

Proteina ingerida (g) pela mae

A duracdo do experimento corresponde ao periodo em que as crias se
alimentam exclusivamente de leite, apds o 14° dia ocorre abertura dos olhos e os

filhotes comegam a se alimentar com a dieta da mae também (TAGLE, 1981a).

Coeficiente de Eficacia Alimentar (CEA): Determina quanto um grama de ragao
ingerida promove o aumento de peso corporal e € determinado pela relagcéo entre a
variagdo de peso (VP) dos animais e a ragdo consumida durante 28 dias
(MADRUGA et al., 2004).



Para tal foram coletados durante o experimento:

Peso dos animais: Todos os animais foram pesados no inicio do ensaio
biolégico e a partir dai o controle foi feito, a cada 2 dias, durante todo o experimento.
As pesagens foram efetuadas em balanga digital, marca Gehara, modelo Balanga
Eletronica, com precisao de 0,05g.

Racdao Consumida: As ragdes consumidas foram controladas a cada dois
dias, sendo as pesagens efetuadas em balanca digital, marca Gehara, modelo

Balanga Eletrénica, com precisédo de 0,05g.

4.5 EXTRAGAO DO LEITE

No 20° dia, as ratas foram separadas de seus filhotes e apds 120 minutos
receberam injegdo de 1ml de ocitocina (Eurofarmah, SP, BR) na dose de 5 Ul,
subcutanea (KEEN et al., 1981; FELLOWS e RASMUSSEM, 1984; PINE et al.,
1994). Apos 15 minutos, as ratas foram anestesiadas com injecdo intraperitoneal de
Thiopentax® (Tiopental sodico 1G, Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos
LTDA, Brasil) a 5% (0,06 ml/100g p.c., i.p.). O leite foi extraido manualmente das
glandulas mamarias e as amostras foram armazenados em tubos eppendorfs em

freezer a —20°C para posterior determinagédo do crematdcrito.

4.5.1 Determinagao do crematdcrito

As amostras foram homogeneizadas em agitadot vortex (Certomat MV,
B.Braun) e aquecidas em banho-maria a 40°C (Quimis — aparelhos cientificos
LTDA), durante 10 minutos. Foram coletadas aliquotas de 75 microlitros em tubo
microcapilar em duplicata. Uma das extremidades do microcapilar foi vedada por
calor em Bico de bunsen e, em seguida, os capilares foram centrifugados por 15
minutos a 15.000 rpm (rotagdes por minutos, Spin 1000). A leitura foi feita em escala

graduada em percentuais(LIMA et al, 1977).



4.6 METODOS BIOQUIMICOS

Coleta de sangue e preparo das amostras

Os ratos foram anestesiados com injegcado intraperitoneal de Thiopentax
(Tiopental sédico 1G, Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos LTDA, Brasil) a 5%
(0,15 ml/100g p.c., i.p.) para a coleta do sangue por punc¢éo cardiaca e foi colocado
em tubos com e sem EDTA. O sangue com EDTA para determinacdo de
hemoglobina e hematdcrio; o sangue sem reagentes para a dosagem da fragao
lipidica e hormonal. O sangue coletado foi centrifugado (centrifuga Sigma) a 3500
rom durante 15 minutos para a obtencéo do soro, que foi armazenado a -20°C. As
analises de hemoglobina, colesterol, triglicerideos e HDL foram realizados com a
utilizacdo de kits da BIOCLIN (Industria Quibasa — Quimica Basica Ltda/ Belo
Horizonte-MG) e para determinagbes hormonais foram utilizados kit comercial
especifico para cada horménio (Siemens Medical Solutions Diagnostics, Los
Angeles, USA).

Hemoglobina (Hb g/dL)

Foi determinada através da amostra de sangue total, pelo método de
Cianometaheoglobina modificada. Foi feita a leitura em espectofotdmetro
(Spec20MV) em 540 nanbémetros (nm). Apods, foi realizado o calculo da
determinacdo de hemoglobina: Hemoglobina g%= (densidade Optica do sangue

teste/ densidade oOptica do padréo) X Fator de calibracdo(LIMA et al, 1977).

Hematdcrito (Ht%)

Foi determinado com amostra de sangue total (com EDTA), utilizando a
técnica do microhematdcrito através de microcapilares descartaveis. Estes
microcapilares foram centrifugados (centrifuga Sigma) durante 15 minutos a 3500
rom (LIMA et al., 1977). Apos, foi realizada leitura em escala graduada em
percentuais para Ht%(LIMA et al, 1977).



Métodos de analise da fracao lipidica (colesterol, triglicerideos e HDL)

Foram realizadas através de diagndstico in vitro. Para analise de cada
indicador bioquimico foram realizadas uma média de 2 repeticbes para cada
amostra do soro obtido de cada animal. A quantificacdo do volume das amostras foi
realizada através de pipetas de precisdo automatica de volume ajustavel (Kacil) e
ponteiras descartaveis. Apds, as leituras foram feitas em espectofotbmetro (Spec
20MV) ajustado para os nandmetros especificos de cada indicador (LIMA et al,
1977).

Métodos de analise do VLDL e LDL

As concentragcbes do colesterol VLDL e LDL foram calculadas segundo a
equacgao de Friedewald (1972). Onde:

Colesterol VLDL = triglicerideos / 5

Colesterol LDL = colesterol total — (HDL + VLDL)

Estradiol e Testosterona

O  estradiol e testosterona foram determinados  através de

quimioluminescéncia (Immulite 2000/PPC/H2967, Siemens, Los Angeles, USA).

4.7 MASSA DE GORDURA VISCERAL

No sacrificio foram pesados a gordura retroperitoneal, mesentérica e

epididimal em balanca analitica (Bosch S2000).

4.8 ANALISE HISTOMORFOMETRICA DA PROSTATA

A prostata foi imediatamente fixada em formol tamponado a 10% por 24
horas. Em seguida, o l6bulo lateral esquerdo retirado e processado com a técnica
padrao para inclusdo em parafina. Foram feitos cortes de 5 micrémetros e corados
com hematoxilina e eosina (BANCROFT e COOK, 1994). Para realizar as medidas

das areas alveolares, as imagens foram captadas em um microscopio



estereoscopico, que possibilitou a captura de praticamente toda a area do corte,
facilitando os procedimentos de morfometria. As imagens foram binarizadas (Fig.7)
para evidenciar a area alveolar em branco. Posteriormente, imagens do epitélio
(Fig.8) de 50 alvéolos de cada prostata foram captadas, sendo as células medidas
em quatro pontos diferentes por alvéolo. Todas as imagens foram digitalizadas
gerando arquivos tiff. As imagens captadas foram analisadas no software ImageJ
(National Institutes of Health, USA), onde foram obtidos dados da area da luz

alveolar média, da area total e da altura epitelial.

Figura 7 - Imagem da proéstata binarizadas para observar a area alveolar.
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Figura 8 - Imagem do epitélio prostatico onde as células foram medidas em quatro

pontos diferentes por alvéolo.

4.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram apresentados na forma de médiatdesvio padrdo. A
distribuicdo normal dos valores encontrados foi analisada através do teste Shapiro-
Wilk. Verificando-se a normalidade dos dados, estes foram submetidos a
comparagao entre os grupos utilizando-se o teste t Student para dados
independentes. Nos resultados que nao seguiram a distribuicdo normal foi aplicado o
teste ndo paramétrico Mann-Whitney. A significancia em todos os testes foi
estabelecida ao nivel de p < 0,05. Tais analises estatisticas foram realizadas pelo
programa SPSS for Windows 10.0.



5 RESULTADOS

Composicao Centesimal da Linhaga

A linhaca utilizada para o preparo da ragao experimental apresentou 23,46%
de proteinas, 34,87% de lipideos, 1,61% de carboidratos, 30,64% de fibras, 6,10%
de umidade e 3,32% de cinzas.
Composicao Centesimal das Ragoes Experimentais

As médias dos valores encontrados na composi¢cao centesimal das ragcoes

preparadas para o ensaio estdo apresentadas na tabela 2.

Tabela 2 — Composi¢cao centesimal das ragdes utilizadas no experimento,

representadas em g/100g de dieta.

Proteina Extrato Valor
Racdées Umidade Cinzas Carboidratos*
Bruta Etéreo Calérico
Controle 8,74 19,68 6,54 0,06 64,98 397,53
Linhaga 7,99 19,00 7,71 0,07 65,22 406,31

Os valores estédo apresentados na forma de média, as analises foram realizadas em ftriplicata. *

Calculado pela diferenca.



Avaliacao Nutricional de Maes e Prole durante a Lactacao

As ratas que receberam as ragcdes experimentais controle e linhaca durante a

lactagcdo apresentaram consumo alimentar e protéico sem diferencas (Tabela 3).

Tabela 3 — Consumo alimentar e protéico (g) até o 14° dia e 21° dia de lactagao.

Grupo Consumo 14 dias (g) Consumo 21 dias (g)
Alimentar Protéico Alimentar Protéico

GC 380,25+34,37 64,6415,84 661,89+64,69 115,33£12,91

GL 384,19+27,57 65,311+4,69 634,0+43,81 109,2848,09

Os valores estéo apresentados na forma de média + desvio padrédo.* Denota significancia estatistica.

No final da lactac&o a variagao do peso corporal das ratas foi semelhante
(Grafico 1). Nao foram observadas diferengas entre os grupos no peso em nenhum

dia do periodo de lactacao.

Grafico 1 — Variagao de peso corporal (g) de maes que receberam ragdes

experimentais controle e linhaga durante a lactagdo (21 dias).
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Sendo GC- grupo controle, GL — grupo linhaga. * Denota significancia estatistica.



N&o houve diferenca significativa no ganho de peso da ninhada ao final dos
21 dias de lactagao (Grafico 2).

Grafico 2 — Evolugdo do ganho de peso corporal (g) da ninhada cujas maes

receberam ragdes experimentais controle e linhaga durante a lactagao (21 dias).
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Sendo GC- grupo controle, GL — grupo linhaga. * Denota significancia estatistica.

Crematocrito

Com relagao ao crematocrito (%) do leite materno, ndo foram verificadas
diferencgas entre os grupos (GL = 22,83+ 4,40; GC = 21,92+5,24; Grafico 3).

Grafico 3 — Crematadcrito (%) do leite de ratas que consumiram ragdes experimentais
durante lactacéao.
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Sendo GC- grupo controle, GL — grupo linhaga.* Denota significancia estatistica.



Valor de Lactancia

As ratas apresentaram valor de lactancia semelhantes durante os primeiros
14 dias de lactacdo (GL=1,9310,17; GC=1,90%0,22) conforme demonstrado no
grafico 4, visto que apds esta data os filhotes iniciam o consumo de ragéo junto com

a mae.

Grafico 4 — Valor de lactancia (VL) de ratas que consumiram ragdes experimentais

controle e linhaga durante os primeiros 14 dias de lactagao.
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Sendo GC- grupo controle, GL — grupo linhaga.* Denota significancia estatistica.

Avaliagao nutricional dos animais pés-desmame até 49 dias

O consumo da ragao a base de semente de linhaca durante a lactacao
promoveu reducao no peso corporal (p=0,036) da prole ao desmame (Gréafico 5).
Nao foram observadas diferengas no peso no 7°, 14°, 21° e 28° dia pés desmame
(Gréfico 6). Observou-se que a variagédo de peso até o 14° (GL=71,31+14,80;
GC=81,09+£12,95) e até o 28° dia (GL=127,56+20,68; GC=128,12+24,43) foram

semelhantes.



Grafico 5 — Peso (g) ao desmame de animais cujas maes receberam ragoes

experimentais durante a lactagao.

Peso ao desmame

P 47,31+4,72
8 -
4 -

//// *
46 - /

42,69+3,05

a8 7

g
42 -
40 , I’/

GL GC

Sendo GC- grupo controle, GL — grupo linhaga.* Denota significancia estatistica.

Grafico 6 - Evolugéo de peso corporal (g) dos animais até o 28°dia pos-desmame

(49 dias de vida).
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Sendo GC- grupo controle, GL — grupo linhaga.* Denota significancia estatistica.

Nao houve diferenca entre os valores encontrados no consumo de ragao
(GL=566,50+48,77; GC=540,44+67,26) e protéico (GL=114,20+9,63;
GC=108,751£14,84) aos 49 dias de vida dos animais.



Avaliacao do valor biolégico das ragoes

Quando avaliamos o valor bioldgico das ra¢des segundo os indicadores
Protein Efficiency Ratio (GL= 1,12+0,14; GC= 1,17+0,09, grafico 7) e Coeficiente de
Eficacia Alimentar (GL=0,23+0,02, GC= 0,2410,02, grafico 8) nao observamos

diferencas entre os grupos.

Grafico 7 — PER de animais cujas méaes receberam ragdes experimentais durante a

lactagao.
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Sendo GC- grupo controle, GL — grupo linhaga.* Denota significancia estatistica.



Grafico 8 — CEA de animais cujas maes receberam racdes experimentais durante a

lactagao.
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Sendo GC- grupo controle, GL — grupo linhaga.* Denota significancia estatistica.

Avaliacao Nutricional até idade adulta

Na data do sacrificio, aos 170 dias de idade os animais ndo apresentaram
diferengas no peso corporal (GL=379,33+38,04; GC=408,07+£23,17), o grafico 9
mostra a evolugao de peso corporal de 50 até 170 dias de vida. O consumo de ragao
até 170 dias foi semelhante (GL= 3096,21+281,09; GC= 3084,59+243,04) conforme

observamos no grafico 10.



Grafico 9 - Evolugao de peso corporal (g) dos animais até 170 dias de vida.

450
400
350
300
250

200
150 —&=GL

—4—GC

Peso (g)

100
50
0

P50 P70 PSO P110 P130 P150 P170

Sendo GC- grupo controle, GL — grupo linhaga.* Denota significancia estatistica.

Grafico 10 — Consumo de ragao (g) dos animais até 170 dias de vida.
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Sendo GC- grupo controle, GL — grupo linhaga.* Denota significancia estatistica.

Com relagdo a massa de gordura visceral, o GL apresentou uma redugao de
21,43% (GL= 11,44+4,39; comparados ao GC=14,5616,46), porém a mesma nao foi
significativa.



Grafico 11 — Massa de gordura visceral (g) aos 170 dias.
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Sendo GC- grupo controle, GL — grupo linhaga.* Denota significancia estatistica.

Dados bioquimicos

Os dados relativos a bioquimica estao apresentados na Tabela 4. Houve
redugado na hemoglobina (p=0,02), no colesterol total (p=0,02), no VLDL (p=0,03) e

nos triglicerideos (p=0,03) no GL. N&o foram verificadas alteracées nos valores de

hematodcrito, LDL e HDL.




Tabela 4 — Valores das analises bioquimicas dos animais ao final do experimento
(170 dias).

Grupo GC GL

n=8 n=8
Hematécrito (%) 46,71+£1,38 44,43+3,86
Hemoglobina (g/dL) 13,88+0,91 12,30+1,28*
Colesterol (mg/dL) 63,43+15,69 45,71+8,96*
LDL (mg/dL) 6,46+4,64 1,37+3,28
VLDL (mg/dL) 15,9715,14 10,86+2,22*
HDL (mg/dL) 45,341£13,30 43,2414,71
Triglicerideos (mg/dL) 79,86+25,68 54,29+11,10*

Os valores estédo apresentados na forma de médiat desvio padréo. Sendo GC- grupo controle, GL —

grupo linhaga * Denota significancia estatistica.

As concentracgdes de estradiol e testosterona foram semelhantes entre os

grupos (tabela 5).

Tabela 5 — Concentragao sérica de 17- estradiol (pg/mL) e testosterona (ng/dL) dos

animais aos 170 dias de vida.

GC GL
Grupo

n=8 n=8
17 B-estradiol (pg/mL) 34,00+7,46 28,33+2,66
Testosterona (ng/dL) 150.67+18,79 154.33+16,69

Resultados foram expressos em média e desvio padrao. * Denota diferenga estatistica.

Analise morfolégica da préstata

Os animais do GL e GC nao apresentaram altera¢gées na morfologia da
préstata, pois ndo houve diferenga na area alveolar média (GL=0.05+0,01;
GC=0.06+0,02; grafico 12) e na area total nos dois grupos analisados. Nao foram
observadas diferencgas na altura epitelial média (GL=14,34+3,82; comparado ao
GC=14,4314,35; grafico 13).



Gréfico 12 - Area alveolar média (mm) da prostata dos animais aos 170 dias.
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Sendo GC- grupo controle, GL — grupo linhaga.* Denota significancia estatistica.

Grafico 13 — Altura epitelial média (um) da préstata dos animais aos 170 dias.
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Sendo GC- grupo controle, GL — grupo linhaga.* Denota significancia estatistica.



6 DISCUSSAO

Ao se trabalhar com ragcdes experimentais torna-se importante o
conhecimento da composicdo das mesmas, para tal realizou-se a composigao
centesimal da dieta do GL e do GC, que foram balanceadas segundo as
recomendagdes do American Institute of Nutrition. As ragdes utilizadas podem ser
consideradas como isocaldricas e isoprotéicas. O perfil de acidos graxos das ragoes
experimentais foi analisado anteriomente no LabNE, no qual foi demonstrado maior
teor de ALA, seguido de acido graxo monoinsaturado (dmega-9) e menor valor de
AL na ragao contendo linhaga; ja na ragéo a base de caseina foi encontrado maior
quantidade de acido alfa-linoléico, depois de O6mega-9 e menor teor de ALA
(ALMEIDA, 2007). Visentainer (2003) relata que é possivel direcionar o perfil de
acidos graxos do produto final de acordo com a fonte lipidica empregada. Desse
modo, a utilizacdo da semente de linhaga pode promover um alto teor de ALA no
produto final. Este autor encontrou resultado semelhante ao de Almeida (2007),
onde a ragdo preparada com oleo de linhaga também apresentou concentragdes
superiores de ALA, quando comparadas a racbes sem a presenca da semente
(VISENTAINER, 2003).

O consumo de alimentos ricos em fitoestrogenos tem aumentado devido aos
seus efeitos quimioprotetores especialmente relacionados ao cancer de prostata e
mama. Estudo realizado por Tarpila et al. em 2002 recomendou o uso de 20% de
linhaca em relacdo ao valor energético diario para obtengcdo dos beneficios da
oleaginosa, reforcando o crescente consumo pela populagcdo. Este fato tem
levantado questionamentos em relacdo aos possiveis efeitos destes componentes
na saude reprodutiva masculina (SPRANDO et al., 2000). De acordo com a literatura
deve-se ter cautela no consumo de linhaga em periodos criticos, como a lactacao,

devido ao fato desta oleaginosa conter substancias que podem interferir no



desenvolvimento do sistema reprodutor masculino, podendo exercer tanto efeitos
protetores quanto adversos dependendo da dose, tempo de exposi¢cao e fase da
vida em que for administrado (TOU et al., 1999). Os efeitos adversos podem ocorrer
pelo contato direto da lignana que é transferida pela mae, gerando mudangas no
desenvolvimento que podem resultar em alteragdes na fungado enddcrina da prole.
Algumas destas mudangas néo sido completamente expressas até que a prole atinja
a idade adulta (STOKER et al, 1999).

Nao foram verificadas diferencas na variacdo de peso, no consumo protéico e
no consumo de racdo das maes que receberam dietas experimentais durante a
lactacdo. Este consumo foi analisado para garantir que qualquer alteracdo ocorrida
na prole possa ser atribuida a presengca da semente. Rice e Corwin (2002)
demonstraram que o perfil de acidos graxos da dieta ndo influencia na ingestéao
alimentar quando comparou em ratos o consumo de uma dieta rica em n-3 com
outra rica em n-6.

A adequacdo da proteina da linhaga para o aleitamento foi comprovada
através do valor de lactancia, visto que o resultado foi semelhante aos valores
encontrados para o grupo alimentado apenas com a caseina. A caseina é uma
proteina de origem animal recomendada para ser utilizada como proteina padrdo em
ensaios experimentais que utilizem animais de laboratério (REEVES, 1993). A
qualidade de uma proteina implica na sua potencialidade para fins de sintese
protéica. A proteina sintetizada pelo organismo destina-se ao crescimento,
manutencao, reparagao e reproducao (TAGLE, 1981b).

O consumo de dietas ricas em dmega 6 aumentou no ultimo século, com
implicagdes desconhecidas para o conteudo de n-3 e n-6 no cérebro. Este elevado
consumo duplicou as concentragdes do n-6 no leite humano e consequientemente
nas formulas infantis, visto que possuem composicao semelhante a do leite humano
(INNIS e JACOBSON, 2007; BRENNA et al., 2007; INNIS, 1992).

No presente trabalho a quantidade de gordura do leite foi semelhante entre o
grupo linhaga e o controle. Porém, o consumo de linhaga durante o periodo de
lactacao no perfil de acidos graxos do leite foi avaliado em experimento realizado por
Almeida (2007) no LabNE, onde foi encontrado aumento significativo de acido alfa-
linolénico (C18:3 n-3), EPA (C20:5 n-3) e de DHA (C22:6 n-3) no GL quando
comparado ao GC no 21° dia de lactagdo, fato que mostrou a eficiéncia da

conversao do ALA em DHA. Demonstrando que a mudanga ocorre na qualidade dos



acidos graxos no leite e ndo na quantidade de lipideos. O autor também verificou a
diminuigao da relagdo n6:n3 no leite do mesmo grupo.

Francois et al. (2003) determinaram o efeito da suplementagdo materna com
oleo de linhaga sobre o leite em sete mulheres, onde encontrou aumento nos teores
de ALA, EPA e acido docosapentaendico. O autor ndo observou alteragdes nos
teores de DHA.

A exposicdo materna a uma dieta contendo 25% linhaga nao alterou o ganho
de peso corporal no periodo de 21 dias, mas promoveu redugao no peso corporal da
prole ao desmame. Resultado semelhante foi observado por Collins et al. (2003) ao
ofertar dieta contendo linhaca ou linhaga desengordurada em varias dosagens. De
acordo com Rickard et al. (2000), 5% de linhaga ou 1,5mg/dia de SDG reduz as
concentracdes plasmaticas de fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-I),
que age como mediador do hormdnio do crescimento (GH), visto que as agbes do
GH na promocéao do ganho de massa corporal sdo mediadas pelo IGF-I (LEUNG et
al., 2004). Apesar do GH e do IGF-I ndo terem sido dosados no presente estudo
este fato poderia justificar o menor peso ao desmame que os filhotes apresentaram.

Com relacéo a avaliagao do valor biolégico das ragdes nao foram verificadas
diferengas no PER e tampouco no CEA visto que durante os 28 dias pés desmame
todos os animais receberam dieta comercial, ndo interferindo no ganho de peso,
consumo protéico e de ragdo. Nos parametros analisados durante este periodo nao
foram observados efeitos da programagdo com a semente de linhaga. Friedman
(1996) relaciona valores de PER acima de 2 com proteina de boa ou alta qualidade;
valores entre 2 e 1,5 de qualidade intermediaria e abaixo de 1,5 com proteina de
baixa qualidade. Soares et al. (2009) ofertou uma dieta contendo 10% de linhaga
como fonte exclusiva de proteina durante esta fase e encontrou valores de PER de
0,8 para o GL e 2,3 para o GC, demonstrando que a linhaga possui baixa qualidade
protéica e interferiu de forma negativa no crescimento dos ratos.

Nao foram observadas alteracdes no percentual de hematdcrito, porém houve
reducao nos valores de hemoglobina. Resultado diferente foi relatado por Babu et al.
(2000) ao ofertar 10% de semente de linhaga a ratos por 56 dias, onde o autor
encontrou aumento no percentual de hematdcrito e valores inalterados de
hemoglobina. Para Harkness e Wagner (1993), os valores meédios de Hb para
roedores variam de 11g/dL a 18g/dL. Considerando esta referéncia, os dois grupos

apresentaram valor de Hb dentro deste intervalo.



O estrogénio e a testosterona sédo responsaveis pelas caracteristicas sexuais
no adulto e podem influenciar no desenvolvimento de processos cancerigenos.
Estudo realizado com 6 homens jovens e saudaveis que consumiram 13,5g/dia de
farinha de linhaga por 6 semanas demonstrou que a linhaga parece nao interferir nas
concentragdes plasmaticas de testosterona a curto prazo (SHULTZ et al., 1991). De
acordo com Tou et al. (1999), a administragao de 10% de linhaga na dieta aumentou
os niveis séricos de estradiol e testosterona na prole macho em contraste com
nossos resultados onde ndo foram verificadas diferengas entre os grupos nas
concentracdbes hormonais nos animais na idade adulta, quando a semente foi
oferecida apenas na lactagao. Tais autores demonstraram que esta concentragao de
linhaga durante o periodo de gestagao e lactagdo promoveu menor ganho de peso
pds natal, menor distancia anogenital, alteragbes na morfologia da préstata, com
aumento do seu peso relativo, bem como aumento do peso da vesicula seminifera e
testiculo, sugerindo efeitos estrogénicos (TOU et al.,1998; TOU et al., 1999). Ja 5%
de linhaga promoveu efeitos anti-estrogénicos, como diminuigdo no peso relativo de
todos os lébulos da prostata (TOU et al.,1999).

No presente trabalho foi verificado que a area alveolar média, a area total e a
altura epitelial da prostata foram semelhantes entre o GL e GC, sugerindo que a
exposi¢cao materna a linhaga durante a lactagdo nao afeta a glandula aos 170 dias; o
que pode ser explicado pelas concentracbes de testosterona e estradiol que nao
foram afetadas pelo consumo desta oleaginosa. Tais resultados corroboram com
Ward et al. (2001) em que 10% de linhagca exclusivamente durante a lactagéo
também ndo promoveu alteragdes na morfologia da prostata da prole aos 132 dias.

Koralek et al. (2006) analisaram através de um estudo prospectivo a relagao
entre o consumo de ALA e o risco do desenvolvimento de cancer de préstata. Foram
selecionados anualmente homens (idade 55-74 anos), predominantemente
caucasianos, num total de 29.592 participantes para verificar a incidéncia de cancer
de prostata. Todos foram acompanhados por 5 anos através de questionarios
alimentares, teste de antigeno prostatico especifico (PSA) e exame de toque retal.
Os autores observaram que o consumo total de ALA e o consumo de ALA de acordo
com a fonte alimentar n&o foram relacionados ao risco de cancer de préstata.

Embora existam alguns estudos sugerindo uma associagédo positiva entre o
ALA e o cancer de prostata (DE STEFANI et al., 2000; RAMON et al., 2000), deve-se

lembrar que existe uma literatura extensiva sobre o papel do ALA, EPA e do DHA na



protecdo contra a DCV. A DCV é a principal causa de mortes em populacdes
ocidentais e a doencga parece ser a principal causa de morte em homens com cancer
de prostata diagnosticado (MOYAD, 2002). Seria controverso que o ALA, um
importante nutriente associado com o risco diminuido de doenga cardiovascular,
estivesse associado com um risco aumentado de cancer de prostata. Foram
necessarios muitos anos para demonstrar que o ALA é eficaz em diminuir o impacto
da doenca cardiovascular, e um esforco similar precisaria ser exercido para
estabelecer o relacionamento, eventualmente, entre ALA e o cancer de prostata
(ATTAR-BASHI et al., 2004).

Freeman et al. (2000) examinaram as concentracbes de acidos graxos no
tecido prostatico, relacionando os mesmos com a prevaléncia das caracteristicas
histopatoldgicas associadas ao risco do cancer invasivo e sua progressdo. Foram
avaliados 49 homens submetidos a prostatectomia radical para o cancer de prostata
localizado. Altas concentragdes de PUFAs foram relacionadas com uma
histopatologia da doenga menos agressiva e invasiva. Os resultados encontrados
pelos autores sugerem que os acidos graxos essenciais auxiliam na regulacdo da
carcinogénese da préstata nos seres humanos. Um mecanismo bioloégico plausivel
pelo qual os acidos graxos essenciais podem promover ou inibir o fendtipo
metastatico seria através do metabolismo dos eicosanoides.

Dentre os beneficios associados ao consumo de linhaga, a diminuicdo do
risco cardiovascular € bem reconhecida em mulheres (PATADE et al., 2008). Mas
atualmente estudos relatam este papel protetor também em homens e animais do
sexo masculino (VIJAIMOHAN et al., 2006, CINTRA et al., 2006). O efeito protetor
tem sido associado n&o s6 ao consumo de toda semente, mas também ao uso do
Oleo, do SDG e da proteina. O uso de 20g de linhaga em pacientes hiperlipidémicos
por 60 dias mostrou modificagdo nos fatores de risco cardiovascular, com diminuigao
significativa de colesterol, LDL e triglicerideo (MANDASESCU et al., 2005).

Riediger et al. (2008) ofertou 6leo de linhaga, junto a uma dieta rica em
gordura saturada, para camundongos machos e verificou redugcdo nos niveis de
triglicerideos e colesterol plasmaticos, atribuindo o resultado encontrado a menor
relacdo n6:n3. Em outro estudo o uso de 3g de ALA por doze semanas atraves do
6leo de linhaga, quando comparado ao azeite de oliva, elevou em 70% a
concentragdo plasmatica de ALA, em 60% o EPA e em 34% o DPA. Nao houve

mudancas importantes no grupo que recebeu azeite de oliva (HARPER et al., 2006).



Os acidos graxos n-3, especialmente o EPA e o DHA, estao relacionados com uma
importante participacdo na prevencao das DCV (WANG et al.,, 2006). Diversos
mecanismos foram propostos para explicar os efeitos cardioprotetores do EPA e
DHA (CONNOR, 2000). Estes mecanismos incluem: prevencao de arritmias (LEAF
et al., 2003), diminuicdo dos triglicerideos plasmaticos (HARRIS, 1997), diminuigéo
da pressdao sanguinea (GELEIJNSE et al.,, 2002), diminuigdo da agregacao
plaquetaria (KNAPP, 1997), diminuigdo do colesterol nas arteriais (SEO et al., 2005),
melhora do relaxamento vascular (GOODFELLOW et al., 2000) e diminuicdo da
resposta inflamatdria arterial (CALDER, 2001).

Prasad, em 2005, mostrou que 40mg/Kg peso/dia de SDG em coelhos
associado a uma dieta rica em colesterol reduziu o colesterol total, LDL e promoveu
elevagdo do HDL. Ja em 2008 o autor verificou que 20mg/ kg peso/dia do mesmo
composto ndo diminuiu os teores de lipideos séricos, porém nos dois trabalhos o
SDG preveniu a progressdo da aterosclerose, através da redugao do estresse
oxidativo.

O consumo apenas da proteina da linhaga na dieta reduziu tanto o colesterol
plasmatico quanto o triglicerideo em ratos com perfil lipidico normal (BHATHENA et
al., 2002). Verificamos resultado semelhante no presente estudo com redugcédo nos
teores de colesterol e triglicerideos no GL, sugerindo que a linhaga programa para
protecdo cardiovascular em machos na idade adulta. A semente demonstrou ser
eficiente na redugcao do colesterol mesmo em ratos com valores dentro da faixa de
normalidade e esta redugdo nao influenciou nas concentragbes de testosterona,
visto que o hormoénio é derivado do colesterol.

O tipo e a quantidade de lipideos consumidos contribuem com o inicio e a
progressao das doengas cronicas, como o diabetes e a aterosclerose. O figado tem
um papel fundamental no metabolismo dos lipideos e responde de forma rapida a
mudangas na composigado da dieta. Os acidos graxos poliinsaturados (PUFAs) sao
importantes na composi¢gdo e fungdo da membrana, metabolismo e controle da
expressao génica. Determinados PUFAs, tal como o ALA, aumentam a oxidagao
hepatica, inibem a sintese de acidos graxos e a secrec¢ao de VLDL, em parte através
da regulacédo da expressao génica (JUMP et al., 2008). No presente trabalho foi
observada reducdo no VLDL, ja o LDL e o HDL n&o sofreram mudangas. O
tratamento com 4acidos graxos n-3 demonstrou aumentar ou ndo influenciar nas
concentracbes de HDL e LDL (BAYS e STEIN, 2003; HARPER e JACOBSON,



2006). Uma pesquisa realizada por Bloedon et al. (2008) mostrou efeito negativo do
alto consumo de linhaga sobre os teores de HDL, quando ofertada numa dose de
40g/dia.

Dietas ricas em frutas e vegetais previnem contra diversas patologias e,
particularmente, a DCV (PEREZ-RODRIGO et al., 2006). Substancias antioxidantes
presentes na dieta, bem como a presenca de fibras alimentares sao, provavelmente,
0s responsaveis por esse efeito protetor (ROSS e KASUM, 2002). Estudos
epidemioldgicos tém evidenciado a relagdo inversa entre a ingestdo habitual de
fibras alimentares e o risco de DCV (ANDERSON e HANNA, 1999). A linhaca
contém 28% de fibras soluveis e insoluveis (WARRAND et al., 2005), sabe-se que as
fibras soluveis reduzem de forma efetiva os niveis plasmaticos de colesterol, o que
pode contribuir de maneira direta na protegéo contra a DCV (FERNANDEZ, 2001).

Apesar de nao terem sido observadas diferengcas na ingestdo alimentar, no
peso corporal e na massa de gordura visceral (MGV) aos 170 dias, verificou-se uma
reducdo de 21,43% na MGV. A nutricdo materna durante a lactacdo ja foi
comprovada como sendo um fator determinante na programacgéo do peso da prole
na idade adulta (PASSOS et al., 2000) e de acordo com o resultado obtido neste
trabalho parece programar a composi¢cao corpdrea também.

Poucos estudos avaliaram os efeitos da programacao nutricional apenas
durante a lactacdo e demonstraram que este parece ser o periodo mais critico para
o estabelecimento da programacao (PASSOS et al., 2000; RAMOS et al., 2000).

Entretanto, o mecanismo pelo qual ocorre tal programagao ainda precisa ser

elucidado, sendo necessarios mais estudos.



7 CONSIDERAGOES FINAIS

e De acordo com a composi¢cao centesimal foi demonstrado que as racdes
experimentais eram isoprotéicas e isocaloricas;

e O consumo da semente de linhaca, durante o periodo de lactagdo, nao
interferiu no consumo alimentar tampouco no ganho de peso materno;

e O consumo materno da semente promoveu menor peso apenas ao desmame
nos filhotes do GL;

¢ Alinhaga reduziu os teores de hemoglobina nos animais na idade adulta;

e O consumo materno da semente de linhaga programou para uma protegao
cardiovascular na idade adulta através da redugao do colesterol, triglicerideos
e VLDL;

e Foi demonstrada uma influencia positiva na redu¢cdo da massa de gordura
visceral na idade adulta;

e A administragcdo de semente de linhaca durante a lactacdo ndo promoveu
alteragdes hormonais e nem histolégicas nos alvéolos prostaticos até a idade
estudada, parecendo ser seguro o consumo materno durante esta fase;

e Mais estudos continuam sendo necessarios devido a controvérsia existente
entre os trabalhos publicados a cerca dos efeitos que variam com a dose, a

duracéo e fase da vida em que a oleaginosa for consumida.
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Abstract

Flaxseed intake has increased owing to beneficial effects to health and prevention of
diseases. Provided that it's an important source of lignan, a phytoestrogen, the
present study aimed at evaluating the possible effect of the intake of this seed during
lactation upon prostate, sexual hormones and lipidic profile of the offspring in adult
life.

Material and methods: 16 female Wistar rats were used. After delivery, they were
divided into two different groups to receive one of the following diets during lactation:
Control group (CG), with a casein based diet and Flaxseed group (FG), with a
flaxseed based diet containing 25% flaxseed. At weaning, male pups received
commercial chow until adult life (170 days old), when they were sacrificed.

Results: No differences were perceived concerning offspring food intake and body
weight at 170 days. There was a reduction in total cholesterol levels (FG=45.71+8.96
mg/dL; CG=63.431£15.69 mg/dL, p=0.02) and triglycerides (FG=54.29£11.10 mg/dL;
CG=79.86+25.68 mg/dL, p=0.03). Also, no alterations were observed in prostatic
morphology, testosterone or estradiol levels in the two groups analyzed.

Conclusion: Flaxseed intake during lactation did not produce histological alterations
in prostatic alveolus or in sexual hormones, but programmed to a reduction in lipid

profile in adult life with decreased cardiovascular risk.

Key words: Flaxseed, lactation, prostate, lipid profile, rats.
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Exposure to flaxseed during lactation does not alter prostate area or

epithelium height but change lipid profile in rats

Flaxseed (Linum usitatissimum) has emerged as a healthy food owing to its
beneficial effects and property of acting in the prevention of some diseases’.
Countless benefits have been associated with the use of flaxseed and its flour, such
as: cardiovascular protection through the improvement in lipid profile 2, reduction in
the risk of cancer® and prostatic health enhancement®.

This seed is made up of 41% lipids (50-55% as alpha linolenic acid, and 15-
18% as alpha-linoleic acid), 28% fibers, 21% protein, 4% minerals and 6%
carbohydrates distributed among phenolic acids, sugars, lignan and
hemicelluloses®®.

Flaxseed is a rich source of dietary lignans, presenting 100 times more of this
compound than any other food”.The lignans are thought to exert protective effects by
interfering with endogenous sex hormone metabolism®. The secoisolariciresinol
diglycoside (SDG) is the lignan found in flaxseed, precursor of the major mammalian
lignans, enterodiol (ED) and enterolactone (EL), which are produced in the presence
of bacteria that are naturally present in the colon’. ED and EL have chemical
structures that are similar to 17- B-estradiol and can bind to estrogen receptors (ER),
nevertheless with less affinity than endogenous estrogen®.

Flaxseed can exert influence upon prostate growth because this seed acts as
a weak estrogen. Prostate growth is a hormone-mediated phenomenon regulated by
both androgens and estrogens. Prostate is highly dependent on androgens to grow.
Moreover, estrogens can also control normal gland function and may serve to control
pathological growth. It has been described that the metabolites from SDG, ED and
EL can inhibit the enzyme 5a-reductase, which converts testosterone in
dihydrotestosterone, the most potent androgen'®. Within the prostate, estrogen
receptor beta (ERB) has been shown to be a key component in the regulation of
hormone-dependent morphological alterations™".

In rats, critical sexual differentiation occurs from gestation day 18 until
postnatal day 10'?, being the initial period of lactation critical to prostate
development. The components in flaxseed with potential hormone-like effects can be

transferred to nursing offspring via mother’s milk'3, with the risk of provoking some



long term effect in many organs systems. This fact can be explained by the term
“programming”, which can be defined as the process by which a determined factor
acts in the beginning of life, during a sensitive or critical period, and promotes long
lasting effects in adult health'. Extensive human epidemiologic data has indicated
that prenatal and early postnatal nutrition influence adult susceptibility to diet related
chronic diseases'. For these reasons it is important to determine whether maternal
consumption of diets rich in flaxseed is safe for infants that suckle breast milk'?.

Even though many publications focus the use of flaxseed during gestation and
lactation, which are critical periods for reproductive system development, few works
in the literature describe the use during the lactation exclusively'®. Furthermore, in
other studies, the results are controversial, varying according to the dose used, time
of exposition and phase of life'®"". Tou et al (1998) gave 10% flaxseed to rats during
gestation and lactation and verified bigger relative prostate weight in the offspring,
which increases the risk of cancer'®. In other study, in rats that consumed 20%
flaxseed during gestation and lactation and their offspring were maintained with the
same diet for 70 days, a reduction in the prostate weight was found"”.

The obijective of this study was to evaluate if maternal consumption of flaxseed
during lactation programs alterations in prostatic morphology, in sexual hormones

and lipidic profile of adult male Wistar rats.

Material and methods

Experimental design

Sixteen female wistar rats, with 90 days old and nullipary from the colony kept at the
Laboratory of Experimental Nutrition (LabNe) matched in a proportion of 3 females to
1 male receiving commercial chow (Nuvilab®, Nuvital Ltda, Parana, Brazil). After
delivery, mothers were randomly divided in two groups, having access during all
lactation period to one of the following diets: Control group (CG), chow made up of
casein and flaxseed group (FG), chow with casein and 25% flaxseed. At weaning, 8
male pups from each group (being used only one animal per mother) were weaned
onto a commercial chow and this was maintained until 170 days of age, when they
were sacrificed. Body weight (BW) and food consumption were recorded three times
during the week. All animals were kept under controlled temperature (21-23°C) and

dark/light cycle (12/12h), receiving chow ad libitum.



This research project was approved by the Ethics committee in research from
Federal Fluminense University (UFF). All procedures were carried out in accordance

with the norms from Brazilian College of Animal Experimentation (COBEA).

Experimental diets

The seed was ground in the blender to obtain the flour. The experimental
chow prepared at LabNE had the same amount of energy, containing 17% protein
and the mix of vitamins and minerals following the recommendations of the American
Institute of Nutrition-93(AIN-G)'®. The chow that was given to FG had a concentration
of 25% of flaxseed, aiming at reach all the recommendation of fibers (AIN-93G). The
ingredients of the experimental chows (table 1) were weighted and homogenized in
industrial blender (Hobart®, Sdo Paulo, SP, Brazil), with heating water to amid
gelatinization. The obtained mass was transformed in pellets and dried in ventilated
oven (Fabbe-Primar®, Sao Paulo, SP, Brazil) under 60 C for 24h, and after
identification, kept at refrigeration until being used.

The commercial chow was made up of 23% protein source, 67,7% amid, 4%

mineral mix, 0,4%vitamin mix and 5% soy oil.

Biochemical analysis

The animals were anesthetized with intraperitoneal injection of 5% (0,15
ml/100g p.c., i.p.) Thiopental sodic 1G (Cristalia pharmaceutical chemical products
LTDA, Brazil) in order to collect blood through cardiac punction. The blood samples
were centrifuged at 3500 rpm during 15 minutes to obtain serum, which was stored at
-20°C. Cholesterol and triglycerides analysis were measured by the colorimetric
method with commercial kits (BIOCLIN, Quimica Basica Ltda/ Belo Horizonte-MG)
and the determination of estradiol and testosterone were made through
quimioluminescency (Immulite 2000/PPC/H2967, Siemens, Los Angeles, USA),
using a specific commercial kit to each hormone (Siemens Medical Solutions

Diagnostics, Los Angeles, USA).

Prostate histomorphometric analysis
Prostate was immediately fixated in buffered formalin (10%) per 24 hours.
Afterwards, the left lateral lobule was excised and processed following the pattern

technique to inclusion in paraffin. Five micrometers thick sections were stained with



hematoxylin-eosin®. In order to estimate alveolar areas, the images were captured
by a stereoscopic microscopy. This procedure made it possible to capture almost the
entire area of the section, facilitating the morphometric determinations. The images
were binarized (fig.1) so as to identify the alveolar area in white. Then, 50 alveolos of
each prostate (Fig.2) were observed, being the cells measured at four different points
in each alveolo. All images were digitalized to produce tiff files. And were analyzed
with the software ImageJ (National Institutes of Health, USA), by which data from

average alveolar area, total area and epithelial height were obtained.

Statistical analysis

Data is presented as average and standard deviation. The normal distribution
of the values found was tested through Shapiro-Wilk test. Once the normality of data
was verified, it was submitted to comparison between groups using Student T test to
independent data. In the results that did not follow normal distribution, non-
parametric Mann-Whitney test was chosen. The established significance level was p
< 0,05. All these analysis were made by SPSS for Windows 10.0.

Results

The analysis of mothers’ food intake during lactation revealed that there was
not difference between the groups. At weaning, it was observed reduction in
offspring’s body weight (p=0,04). At 170 days, there were no differences concerning
body weight and food intake (table 2). However, it's important to highlight that there
was a decrease in total cholesterol and triglycerides levels in FG (p=0,03). The
estradiol and testosterone concentrations were similar (table 3). As for prostatic
morphology, there was no difference in average alveolar area (mm?), in total area
(mm?) and in epithelial height between the groups analyzed (table 4).
Discussion

The intake of phytoestrogens rich foods has increased since its protective
effects have been extensively linked to prostatic and breast cancer prevention. A
study carried out by Tarpila et al in 2002 recommended the use of 20% of flaxseed in
relation to the diary energy intake so as to evaluate the benefits from this seed?’,
reinforcing the increasing use by the population. This fact has raised questions in
relation to possible effects of these components in male reproductive health'’.

According to the literature, caution should be taken concerning the consumption of



flaxseed during critical periods such as lactation due to the fact that this contains
substances that may interfere with male reproductive system development. Hence,
this seed can exert protective or adverse effects, depending on the dose, time of
exposure and phase of life'®. The adverse effects can occur by the direct contact with
the lignan that is transferred by the mother, yielding changes in the development that
can result in endocrine function alterations in the offspring. Some of these changes
are not completely expressed until the offspring reach adult life®2.

Maternal exposure to a diet containing 25% flaxseed yielded reduction in
offspring’s body weight at weaning. This observation agrees with the one from Collins
et al (2003) after giving flaxseed or fat free flaxseed diet with different concentrations
of the seed, this author verified lower body mass in offspring at weaning when
compared to control group 2°. The low body mass at weaning can be explained by
Rickard et al (2000), who administered 5% flaxseed or 1.5mg/day of SDG and found
reduction in plasmatic concentrations of insulin-like growth factor (IGF-1)**, which acts
as a hormonal mediator of growth (GH), visto que the actions of GH in the promotion
of body weight gain are mediated by IGF-1%.

Tou et al (1999) showed that the administration of 10% flaxseed in the diet
resulted in increased levels of serum estradiol and testosterone in male offspring®.
Conversely, our results did not show differences concerning hormonal concentrations
in adult animals. These authors demonstrated that this concentration of flaxseed
during gestation and lactation periods resulted in reduced postnatal ponderal gain,
smaller anogenital distance, and prostatic morphological alterations with increase in
its relative weight as well as increase in seminal tubules and testicles, which suggest
estrogenic effects'® '®. On the other hand, 5% flaxseed provoked antiestrogenic
effects, with reduction in the relative weight of the prostate®.

In the present work was verified that the average alveolar area and prostatic
total area were similar between CG and FG, implying that maternal exposure to
flaxseed does not alter the gland at 170 days of age. This fact can be explained by
the unchanged concentrations of estradiol and testosterone after the use of the seed.
These results agree with the ones from Ward et al (2001) in which 10% flaxseed
during lactation exclusively did not promote alterations in prostatic morphology in the
132 days old offspring™. A study carried out in healthy young men revealed that the
intake of 13,59 of flaxseed flour during 6 weeks did not modify plasmatic testosterone

levels?®.



Among beneficial effects linked to flaxseed intake, the reduction in
cardiovascular risk is well know in women?’. However, recent studies describe this
protective role also in men and male animals®® ?°. Not only have beneficial effects
been associated with the intake of the seed, but also with the use of oil, SDG or
protein.

The use of 20g of flaxseed in hyperlipidemic patients for 60 days showed
modification in the risk factors for cardiovascular disease, with significant decrease in
total cholesterol, LDL and triglycerides®. Riediger et al (2008) offered flaxseed oil
together with a diet rich in saturated fatty acids to male mice and verified reduction in
plasmatic cholesterol and triglycerides, which can be accounted for the smaller n6:n3
ratio®'. Prasad, in 2008, showed that 20mg/Kg BW/day of SDG in rabbits associated
with a cholesterol rich diet did not decrease serum lipid levels but prevented
atherosclerosis progression through a reduction in oxidative stress®.

Flaxseed protein intake reduced plasmatic cholesterol as well as triglycerides
in rats with normal lipid profile®*. Our results ensure this finding as FG showed
reduced cholesterol and triglycerides levels, suggesting that flaxseed programs for
cardiovascular protection in adult male. However, this programming mechanism

remains to be elucidated and further studies are utterly necessary.

Conclusion

According to the results found, the consumption of 25% flaxseed in the
maternal diet during lactation does not yield histological alterations in prostatic
alveolus or sexual hormones. However, it may directly interfere with metabolic
programming for reduction in plasmatic lipids with decrease in cardiovascular risk in
adult life.
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Table 1. Composition of 100g of chow used in the experiment during

lactation phase (17% protein: AIN-G).

Ingredient Control () Flaxseed (g)
g/100g diet
Casein' 20 14,11
Flaxseed” 0 25
Cornstarch® 52.95 45.84
Sucrose* 10 10
Mineral mix AIN 93G’ 3.50 3.50
Vitamin mix AIN 93G' 1 1
Soybean oil® 7 0
Cellulose® 5 0
Choline bitartrate” 0.25 0.25
L-Cystine' 0.30 0.30
Tert-Butthydroquinone7 0.0014 0.0014
Total 100 100

The ingredients used in the diets were manufactered by: ' M. Cassab Comércio e Industria Ltda (S&o
Paulo, SP, Brazil). > Arma Zen Produtos Naturais Ltda (Rio de Janeiro, RJ, Brazil); ® Maisena,
Unilever Bestfoods Brasil Ltda (Mogi Guacu, SP, Brazil); * Unido (Rio de Janeiro, RJ, Brazil); ° Liza,
Cargill Agricultura Ltda (Mairinque SP, Brazil); ® Microcel, Blanver Ltda (Cotia, SP, Brazil); * Vogler

Ingredients (Eastman/EUA).



Table 2. Mothers’ intake, offspring’s weight at weaning, food intake, body weight
(BW) at 170 days of age of rats whose mothers received a diet with 25% flaxseed

during lactation.

Group Control Flaxseed
Mothers’ Food intake (g) 678.40+75.95 642.81+47.60
Offspring’s BW at weaning (g) 47.3124.72 42.69+ 3.06*
Offspring’s food intake (g) 3096.21+£281.09 3084.59+243.04
Offspring’s BW at 170 days of age (g) 408.07+23.17 379.33+£38.04

Results are shown as average and standard deviation. * = indicates statistical difference.

Table 3. Biochemical analysis of animals at 170 days old whose mothers received a

diet with 25% flaxseed during lactation.

Group Control Flaxseed
Cholesterol (mg/dL) 63.43+15.69 45.71+8.96*
Tryglicerides (mg/dL) 79.86+25.68 54.29+11.10*
17 B-estradiol (pg/mL) 34.00+7.46 28.33+2.66
Testosterone (ng/dL) 150.67+18.79 154.33+16.69

Results are shown as average and standard deviation. * = indicates statistical difference.

Table 4. Prostate histomorphometric analysis of animals at 170 days old animals.

Group Control Flaxseed
Average alveolar area (mm?) 0.06£0.02 0.05£0.01
Total area (mm?) 16.50+ 5.53 16.93+3.41
Epithelial height (um) 14,43+4.35 14,34+3.82

Results are shown as average and standard deviation. * = indicates statistical difference.



Figure 1. Image of binarized area to observe alveolar area.

Figure 2. Image of prostatic epithelium where cells were measured in four different

points per alveolo.

934211237 m (736x427), RGE; 1.2MB
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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