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Resumo

Os grdos de linhaca e amaranto recebem grande atencdo da populacdo em
decorréncia de suas alega¢des nutricionais e funcionais a saude. Uma vez que estes
graos apresentam significativos teores de fibras alimentares (28 e 10%,
respectivamente), os efeitos fisiologicos benéficos associados a estas fragdes foram
investigados por meio de parametros do metabolismo colonico (fermentativos) e
lipidico em ensaio biolégico com ratos (Wistar), divididos em quatro grupos (n=12)
durante 28 dias. As dietas dos grupos Referéncia e Controle apresentaram 7% (p/p)
de celulose, e as dietas dos grupos experimentais foram formuladas com: farinha
desengordurada de linhaca; amaranto extrusado, de modo que apresentassem 7% de
fibra alimentar (FA). Com excecdo da dieta do grupo Referéncia, as demais
apresentaram 0,5% de colesterol (p/p). Foram observados para os grupos Linhaca e
Amaranto: aumento do peso do ceco e conteido; aumento da massa fecal umida;
aumento dos acidos graxos de cadeia curta (AGCC) e diminui¢do do pH no conteudo
do ceco, indicando fermentacao colonica. Os animais do grupo Linhaga apresentaram
menor peso e colesterol hepatico, porém, nenhuma alteragdo no colesterol plasmatico
e na excrecdo de colesterol e acidos biliares nas fezes. Ja os animais do grupo
Amaranto apresentaram menor peso hepatico, porém, nenhuma alteracdo do
colesterol total do orgdo. Neste grupo também ndo foi observada reducdo do
colesterol plasmatico, acompanhada do aumento da excrecdo do colesterol e reducao
dos 4cidos biliares nas fezes. Sugere-se que o trofismo da parede do ceco esta
relacionado a producdo de dacido butirico, principal substrato energético dos

colondcitos, que contribui para uma mucosa mais resistente a patdégenos e
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carcinogenos. O mecanismo envolvido no efeito hepatoprotetor observado no grupo
Linhaga pode estar relacionado a producdo de acido propidnico no cdlon, uma vez
que a literatura sugere que o mesmo pode estar envolvido na inibicdo da HMG-CoA
redutase. Desconhecem-se, até 0 momento, 0s mecanismos que promoveram a menor
excregdo de acidos biliares nas fezes no grupo Amaranto. De qualquer modo, as FAs
do grio de linhaca e amaranto ndo foram capazes de promover efeito
hipercolesterolemiante nas condigdes em que foi realizado este estudo. Conclui-se
que as fragdes indigeriveis da linhaca ¢ amaranto sdo benéficas para a saude da

mucosa intestinal.

Descritores: fermentacdo, mucosa intestinal, acidos graxos de cadeia curta,

metabolismo lipidico.
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Abstract

The flaxseed and amaranth grains are recognized by their nutritional and
functional health attributes. These grains have significant contents of dietary fiber
(28 and 10%, respectively), and the physiological effects related to these fractions
were investigated by colonic fermentative and lipid metabolism parameters with rats
(Wistar) distributed in five groups (n=12) during twenty-eight days. The diets of the
Reference and Control groups contained 7% (w/w) of cellulose and the diets of the
experimental groups were formulated with: defatted flaxseed flour and defatted
extruded amaranth, in order to provide 7% dietary fiber (DF). With the exception of
the Reference, the other diets received 0,5% cholesterol. The Flaxseed and Amaranth
groups compared to the Control showed: greater weight of caecum and its contents;
greater weight of feces (wet mass); increase of short chain fatty acids (SCFA)
concentration and decrease of pH of cecal content, indicating colonic fermentation.
The Flaxseed group showed lower liver hepatic weight and cholesterol, but no
changes in plasmatic cholesterol, cholesterol fecal excretion, or bile acids fecal
excretion. The Amaranth group exhibited lesser hepatic weight, along with no
changes on hepatic cholesterol. Also, no plasma cholesterol reduction was observed,
with the increase of fecal cholesterol excretion and decrease in fecal bile acid
excretion. It is suggest that the caeccum wall trophism was related to butiric acid
production, main energy colonic cell substrate that fosters a more resistant mucosa to
pathogens and carcinogens. The mechanism involved in liver protecting effect,
observed in the Flaxseed group, could be related to propionic acid production, since

that it is suggest in the literature that this fatty acid could be envolved in the HMG-
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CoA reductase inhibition. Until this moment, the mechanisms that promoted the
lesser bile acid excretion by the Amaranth group were not kwon. The DFs of
flaxseed and amaranth grains were unable to promote hypocholestelolemic effects
under the present assay conditions. It could be concluded that DFs of flaxseed and

amaranth grains are beneficial to the health of the intestinal mucosa.

Keywords: fermentation, intestinal mucosa, short chain fatty acids, lipidic

metabolism
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1.1 FIBRA ALIMENTAR

1.1.1 Breve historico e defini¢ao

Presume-se que o consumo de fibras alimentares (FAs) no periodo paleolitico
apresentava-se em torno de 46 g ao dia (EATON e KONMER, 1985). A Figura 1

mostra a evolugdo do consumo de FAs ao longo dos tltimos 100.000 anos.

Cagadores/Colhedores
(integrais, torrados e triturados)
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Figura 1 — Declinio do consumo de fibras alimentares pelos humanos (Adaptado de

KLIKS, 1978)



No século V a.C, Hipocrates ja recomendava alimentos ricos em Fibras
Alimentares (FA) para combater a constipacdo. No século IX, o médico persa Hakin
fazia a mesma recomendagdo. Shakespeare, em sua peca teatral Corialanus de 1610,
também fez referéncia a agdo dos farelos de cereais. Todavia, até a primeira metade
do século XX pouco, ou ocasional interesse foi direcionado as fibras alimentares,
destacando-se neste periodo as descobertas das vitaminas, minerais e outros
nutrientes. O interesse cientifico associado a FA tornou-se efetivo somente em
meados dos anos 60 por meio de estudos epidemiologicos (BURKITT e SPILLER,
1993). A partir de entdo diversos trabalhos relacionaram o consumo de FA a menor
incidéncia de doengas cardiovasculares, diabetes, obesidade, apendicite, constipacao,
diverticulite, calculo vesicular € hemorroidas (ROBERFROID, 1999). Desse modo, o
papel das FAs em satde e nutricdo tem estimulado muitos estudos e ganhado ao

longo dos anos grande atengao publica.

Originariamente, a fibra era descrita como um componente da parede celular
das plantas, que simplesmente passava inalterado pelo intestino delgado e promovia
o aumento do bolo fecal. Atualmente, sdo reconhecidos diversos efeitos fisiologicos

atribuidos as fibras.

Historicamente a defini¢do para FA vem sendo estabelecida como o resultado
do balango entre seus efeitos fisiologicos ¢ a capacidade dos métodos analiticos.
Varias definicdes sdo propostas, todavia ndo hd um consenso entre as varias
organizacdes internacionais (DE VRIES e RADER, 2005). Dentro deste contexto,

apesar da definicdo ser continuamente modificada ao longo dos anos ¢ relevante



destacar que o termo FA ¢ um conceito nutricional e ndo uma descricdo exata de um

componente da dieta (FAO/OMS, 1998).

O termo FA foi primeiramente proposto por HIPSLEY em 1953, se referindo
a carboidratos e componentes associados a dieta resistentes a digestdo, em
substitui¢do ao termo “fibra bruta” comumente utilizado para a alimentacdo animal.
TROWELL (1972) definiu FA como “os componentes da parede celular dos vegetais
que resistem a digestdo pelas enzimas e secrecdes digestivas humanas, incluindo a
celulose, hemicelulose, pectina e lignina”. Esta definicdo foi modificada em 1976,
quando foram incluidos os componentes ndo digeriveis que nido fazem parte da
parede celular, tais como as gomas e as mucilagens (TROWELL e col. 1976). Esta
definicdo foi bem aceita pela comunidade cientifica, se adequando as pesquisas em
saude e comunidade regulatoria por mais de trés décadas (SOUTHGATE, 1992;

AACC, 2001; DE VRIES e RADER, 2005; JONES e col., 2006).

O método de quantificagdo das FAs enzimico-gravimétrico destacou-se pela
acuracia em simular o comportamento digestivo humano, e podendo ser aplicado a
todos os alimentos. Apds estudos inter-laboratoriais de validagdo, em 1985 foi
adotado como método oficial pela Association of Official Analytical Chemists

(AOAC) (DE VRIES ¢ RADER, 2005).

A American Association of Cereal Chemists (AACC) estabeleceu um comité
em 1988, com o intuito de discutir a defini¢do de FA, que foi sugerida em 2000: “FA
¢ a parte comestivel de plantas ou carboidratos analogos que sdo resistentes a
digestdo e absor¢@o no intestino delgado com fermentagdo completa ou parcial no

intestino grosso, e inclui polissacarideos, oligossacarideos, lignina, e substincias



vegetais associadas. A FA promove efeitos fisiologicos benéficos incluindo laxativo
e/ou atenuacdo da hipercolesterolemia e/ou atenuacdo da hiperglicemia” (AACC,

2001).

Paralelamente em 2000, a Divisdo de Alimentos e Nutricdo do Instituto de
Medicina (Intitute of Medicine-IOM) da Academia Nacional norte americana formou
um grupo de discussdo, que em 2002, propds duas definicdes: “fibra funcional” e
“fibra alimentar”, sendo que “fibra alimentar consiste de carboidratos ndo digeriveis
e lignina que sdo intrinsecos e intactos nos vegetais” e “fibra funcional consiste de
carboidratos ndo digeriveis isolados adicionados aos alimentos que exercem efeitos
fisiologicos benéficos em humanos” e “fibra total ¢ a soma de fibra alimentar e

funcional” (FOOD AND NUTRITION BOARD, 2005)

O Comité de Nutri¢ao e alimentos para fins especiais do Codex Alimentarius,
em 2004, divulgou uma discussdo com propostas para a defini¢do de FA e avaliacdo
dos métodos analiticos. A seguir a proposta € transcrita, sendo que os conteudos em

colchetes ainda estdo em discussdao (FAO/WHO, 2004):

“A FA constitui-se de polimeros de carboidratos com grau de polimerizacao
maior que 3 [oul0], os quais ndo sdo digeridos e absorvidos no intestino delgado. A
FA consiste de um ou mais polimeros de carboidratos comestiveis ocorrendo
naturalmente no alimento tal como ¢ consumido, ou polimeros de carboidratos obtido
do material sem processamento por meios fisicos, enzimaticos ou quimicos, ou de
polimeros de carboidratos sintéticos. A FA geralmente tem propriedades tais como:
diminui¢do da velocidade do transito intestinal e aumento do volume fecal,

estimulagdo da fermentag¢do colénica, redugdo do colesterol total ¢ fragdoes LDL ou



reducdo das taxas de insulina. O material considerado como FA deve ter pelo menos

uma dessas propriedades” (DE VRIES e RADER, 2005).

Todas estas definicdes tém gerado discussdo, apresentando vantagens e
limitacdes. Dentre os pontos que levantam as maiores discussdes destaca-se a
questdo dos efeitos fisiologicos das FA, uma vez que ndo ha consenso sobre os
efeitos fisiologicos especificos, ou qual conjunto de efeitos devem ser observados em
uma fracdo para que esta seja considerada FA, ou no caso da defini¢do da IOM, Fibra

funcional (DE VRIES e RADER, 2005).

1.1.2 Consideracdes sobre os efeitos fisiologicos das fibras alimentares

Embora as fibras alimentares sejam geralmente consideradas como um grupo
(fibras soluveis e insoliveis), elas exercem efeitos fisiologicos distintos, em
qualidade e intensidade (WONG e col. 2006; HILLMAN, 1985; REDDY e col.,
1980, SOUTHGATE, 1976). Dentre as caracteristicas que distinguem as fragdes da
FA entre si destacam-se: a diferenga na composi¢@o e ordem dos monossacarideos, o
numero de ligagdes glicosidicas, o grau de polimerizacdo (e conseqiiente grau de
viscosidade) e as configuracoes de cadeia (MONRO, 2000).

No Quadro 1 s3o apresentados, resumidamente, alguns efeitos fisioldgicos

atribuidos as fibras alimentares.



Quadro 1 - Efeitos fisiologicos associados ao consumo de fibras alimentares.

Fermentacdo col6nica - produgdo de acidos graxos de cadeia curta
- redugdo do pH
- aumento da massa bacteriana
- crescimento seletivo de bactérias

Efeitos no transito intestinal ~ Aumento da velocidade do transito intestinal
- aumento do volume fecal

- tempo de residéncia de produtos toxicos

Metabolismo lipidico Efeito hipercolesterolemiante
- redugdo de colesterol no plasma e no figado
- estimulo da excrecdo de acidos biliares e

colesterol.

Metabolismo glicémico Melhora nos niveis séricos de glicose
- retardo do esvaziamento gastrico
- dificuldade no acesso das enzimas digestivas
ao carboidrato glicémico, ¢ da glicose a mucosa
do intestino delgado.

Fome e saciedade - Retardo do esvaziamento gastrico, pelo

aumento da hidratacdo da fibra

Biodisponibilidade de - Intestino delgado: diminuicdo da absorcao de

minerais minerais pelo efeito fisico e sequestrante.

- Intestino grosso: aumento da

biodisponibilidade pela acidificagdo do meio.

Compostos bioativos - Capacidade antioxidante.

Fonte: GONI e MARTIN-CARRON (2001) e FAO/OMS (1998).

O grau de polimerizacdo de uma fragao, por exemplo, esta relacionado com a

sua capacidade viscosa (capacidade de formar gel), a qual ird influenciar diretamente



seu efeito fisiologico (EVANS e col., 1992). Outro exemplo das diferentes fracdes de

FA quanto a promocao de efeitos fisioldgicos, € o perfil de acidos graxos de cadeia

curta, gerados como produto da sua fermentacdo colonica. Este perfil difere

significativamente entre as diferentes fragdes de FA. O Quadro 2 apresenta a

producdo e distribui¢do de acidos graxos de cadeia curta para as fragdes goma

xantana, goma arabica, amido resistente e B-glucanas.

Quadro 2 - Producdo e distribuicdo de acidos graxos de cadeia curta em algumas

fragdes de fibras alimentares.

AGCC totais %
Fonte - - Lo
Acido Acido Acido
(mmol/g substrato) . . .
Acético Propionico Butirico
Goma xantana' 3,91 78 15 7
Goma arabica’ 9,64 66 21 13
Amido resistente” 2,82 41 26 33
B-glucanas2 5,54 44 31 26

'BOURQUIM e col. 1996; *CASTERLINE e col. 1997




1.2 MECANISMOS DE ACAO PROPOSTOS PARA AS FIBRAS

ALIMENTARES

1.2.1 Fermentacao colonica

Os componentes da dieta ndo digeridos no trato superior do aparelho
digestorio, ao atingirem o colon, podem ser utilizados como substrato para a
fermentag@o pela microflora bacteriana. Este fendmeno ¢ denominado fermentagao
colonica, e caracteriza-se pela utilizagdo anaerodbia destes substratos, com a
conseqiiente formagdo de diversos produtos, que promoverdo diferentes efeitos
fisiologicos locais e sistémicos.

As mudancgas promovidas a partir da fermentagao destes substratos variam de
acordo com a fracdo de carboidrato, sendo que as diferentes fragdes de FA sdo
utilizadas seletivamente pelas bactérias da flora colonica, produzindo diferentes
enzimas e, conseqiientemente, produtos e subprodutos de fermentacdo. Os eventos
desencadeados pela fermentagdo bacteriana sdo complexos e relacionados entre si,
destacando-se como principais produtos do processo fermentativo os gases (didoxido
de carbono, hidrogénio e metano), a agua, os acidos graxos de cadeia curta (sendo os
principais o acido acético, o propidnico ¢ o butirico) ¢ o aumento do volume da

massa bacteriana (GONI-CAMBRODON e MARTIN-CARRON, 2001).
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As células do epitélio colonico utilizam o acido butirico como principal fonte
de energia. Esta propriedade do 4acido butirico de promover o crescimento e
multiplicacdo dos colondcitos protege a mucosa contra inflamagdes (PACHECO e
SGARBIERI, 2001), inibindo o crescimento de células neoplasicas (GONI-
CAMBRODON e MARTIN CARRON, 2001). A "hipétese do butirato" sugere que
ele estimula o crescimento de células normais, enquanto inibe o crescimento das

células malignas (FERGUSON, 2001; VELASQUES e col., 1997).

O 4cido acético, produzido na fermentacdo colonica, apds ser absorvido, ¢é
transportado pela veia porta até o figado, sendo utilizado perifericamente como fonte
de energia e como estrutura para sintese de acidos graxos de cadeia média e longa.
Na auséncia de carboidratos pode ser utilizado como substrato para a gliconeogénese
(GONI-CAMBRODON e MARTIN-CARRON, 2001).

Quanto ao acido propidnico, uma das suas principais acdes ¢ como substrato
para a gliconeogénese. Também ¢ atribuida ao acido propidnico a participacdo na
inibicdo da sintese de colesterol pelos hepatocitos, por meio da inibigdo da hidroxi-
metil-glutaril coenzima A redutase (HMG-CoA redutase) (DERIVE e MENDEZ,

2001; FAO/WHO, 1998; TODESCO e col., 1991).

1.2.2 Excrecao fecal de acidos biliares e colesterol

A elevacdo do colesterol plasmatico ¢ reconhecida como fator de risco

primario para doengas coronarianas (ANDERSON e col., 1990). Dentre os
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mecanismos pelos quais a FA alimentar pode contribuir para a redugdo dos niveis de
colesterol plasmatico, ¢ amplamente aceito na literatura que a propriedade viscosa da
fragdo soluvel, possui capacidade de inibir a absor¢ao intestinal de colesterol e acidos
biliares pelo retardo da difusdo, dos mesmos, no lumen intestinal, para acessar as
células da mucosa (sitios de absor¢do), ou pela interferéncia no processo de formagao
das micelas e absor¢do lipidica. Uma vez que o colesterol é precursor na sintese de
acidos biliares, quando estes retornam em menor quantidade para o figado ha
mobilizagdo do colesterol endogeno para esta sintese (BARTINISKOWSKA, 1999;

GALLAHER e col., 1993).

1.2.3 Capacidade de retencio de agua e aumento do bolo fecal

A FA possui um papel fundamental na regulagdo da dinadmica do transito
gastrointestinal e na formag@o e eliminacdo das fezes. De modo geral existe uma
relagdo direta entre o conteudo de FA na dieta e a velocidade pela qual os nutrientes
transitam ao longo do trato gastrointestinal. E existe uma relagdo inversa entre o
volume de matéria fecal e o tempo que esta fica retida no intestino grosso (RUIZ-
ROSO e col., 2001).

O efeito atribuido a fibra insoluvel se relaciona com a capacidade de retencao
de agua, que contribui para o aumento do volume fecal e, conseqilientemente,

diminui¢do do tempo de transito das fezes no trato intestinal (McPHERSON, 1993).
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Esse efeito laxativo ¢ atribuido a distensdo das paredes do colon, pelo aumento da
massa fecal, que estimula os mecanoreceptores coldnicos e os movimentos
peristalticos do intestino (PACHECO e SGARBIERI, 2001). Tal capacidade de
captar agua da fibra esta relacionada com a sua estrutura tridimensional, assim como
com o pH e eletrolitos presentes no meio (RUIZ-ROSO, 2001).

A fermentagdo no colon esta inversamente relacionada com a capacidade de
retengdo de agua nas fezes. Todavia os polissacarideos soliiveis também promovem
aumento da massa fecal, devido ao aumento da popula¢do bacteriana, porém em

menor propor¢do (PACHECO e SGARBIERI, 2001).

1.3 AMARANTO E LINHACA

Os graos de amaranto e linhaga sdo culturas que sdo objeto de grande
interesse por parte da populacdo em geral e da comunidade cientifica em particular,
em funcdo das suas caracteristicas nutricionais e fisiologicas relevantes a satde,

muitas delas atribuidas a agdo das fibras alimentares.
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1.3.1 O amaranto

O amaranto ¢ um pseudocereal da classe das dicotiledoneas e familia das
amarantaceas (NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 1989), com mais de 60
espécies espalhadas por todos os continentes. Este pseudocereal representou nas
Américas a base da alimentagdo de diversas culturas pré-colombianas. As varias
espécies de amaranto sdo morfologicamente semelhantes, com grios pequenos ¢ em
forma lenticular, de 1 a 1,5 mm de didmetro, e pesando em torno de 0,6 a 1,0 mg. A
coloracdo dos mesmos varia do branco para o bege, bege claro, vermelho, marrom e
preto (SAUNDERS e BECKER, 1984).

O amaranto ¢ uma das poucas culturas onde as folhas sdo consumidas como
verdura e os graos como cereal (OKE, 1983). Os graos inteiros ou moidos (farinha)
sdo utilizados em diversas preparagdes tais como: pudins, bolos, pastas, tortas,
mingaus, confeitos, saladas entre outros.

O amaranto apresenta excepcional valor nutritivo. Na sua composi¢do média,
o grio contém de 15-16% de proteina, 7-8% de gordura, 50-60% de amido
(PEDERSEN e col., 1987) e 14,2 % de FA (TOSI, 2001). A fracdo protéica apresenta
perfil de amino4acidos balanceado, destacando-se a presenca de lisina e aminoacidos
sulfurados em altas quantidades (MATUZ e col., 2000), e na fracao lipidica observa-
se alto grau de insaturagao (75%).

Diversos autores observaram efeito hipocolesterolemiante com a
administracdo de grao de amaranto (PLATE e AREAS, 2002; GRAJETA, 1999;

QURESHI e col., 1996). Segundo QURESHI e col. (1996), a FA do grao de
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amaranto representa um dos provaveis agentes responsaveis por estas propriedades
hipocolesterolémicas. PLATE ¢ AREAS (2002) administraram amaranto da espécie
Amaranthus caudatus L. na forma de grio extrusado e 6leo, em dietas distintas, a
coelhos hipercolesterolemizados, sendo observada a redugdo na concentragdo de
colesterol total e LDL-colesterol, apos 21 dias, apenas para o amaranto extrusado.
Como neste estudo ndo foi observado efeito hipercolesterolemiante pela
administracdo de 6leo de amaranto, outros componentes do grdo foram sugeridos

como provaveis agentes deste efeito, como as fibras alimentares.

1.3.2 A linhaca

A linhaga ¢ uma oleaginosa com mais de 200 espécies reconhecidas. Seu
nome botanico, Linum usitatissimum L, significa "a maior parte utilizavel". Seu grao
pequeno e pontiagudo, fino e ovalado apresenta em média 5 mm de comprimento,
2,5 mm de largura e 1,5 mm de espessura. A cor do grdo varia do amarelo claro para
o marrom (CUI e col., 1998).

Existem relatos do consumo de linhaca na Europa e Asia desde 5000 ¢ 8000
anos a.C. (OOMAH, 2001). Este consumo caiu com o tempo, mas nos ultimos anos,
a linhaga vem se tornando popular, devido ao seu papel funcional na saude (CUI e

col., 1998), o que tem estimulado a producao nacional desta matéria-prima.
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A linhaga ¢ a semente do linho, cujas fibras sdo tradicionalmente utilizadas
para a confeccdo de tecidos. Atualmente grande parte da demanda mundial de
linhaca estd voltada para o aproveitamento industrial do 6leo, que ¢ amplamente
utilizado como agente de secagem em tintas e vernizes (OOMAH, 2001; CUI e col.,,
1998). Com a extragdo do 6leo, ha um excedente de "torta" que ¢ direcionada para a
alimentagdo animal.

A linhaga ¢ comumente encontrada como grao integral, moido, ou na forma
de oleo. Atribui-se a linhaca o sabor e aroma de nozes, podendo ser facilmente
incorporada a diversos produtos, tanto integralmente, como moida. Alguns exemplos
de produtos sdo paes, biscoitos, bolos tipo muffins, biscoitos tipo cookies e bolos
(MORRIS, 2001).

Quanto a composi¢ao de nutrientes a linhacga apresenta 28% de FA, 41% de
lipideos € 21% de proteina. Sua composigao lipidica apresenta baixa concentragao de
acidos graxos saturados (9%), moderada quantidade de monoinsaturados (18%) e
grande teor de acidos graxos polinsaturados (73%), com destaque para o acido o-
linolénico. Isto faz da linhaga a principal fonte deste acido graxo, cinco vezes mais
abundante que em nozes ou 6leo de canola. O perfil de aminoécidos de sua frag@o
protéica se assemelha ao da soja (MORRIS, 2001).

As lignanas sdo fitoestrogenos com atividade estrogénica, ¢ a linhaca ¢ a
maior fonte do principal precursor de lignanas mamarias: seicosolariciresinol
diglucosidase (SDG) (HUTCHINS e col., 2001), apresentando de 0,2 a 3,7mg/g de
SDG, de 12 a 15000 vezes mais que em outros vegetais (MEAGHER e col., 2000).

Diversos trabalhos atribuem ac¢do hipocolesterolémica ao grao de linhaca

(BHATHENA ¢ col., 2003; LUCAS, 2002; PRASAD, 2000; ARJMANDI ¢ col.,



16

1998; PRASAD, 1997), sendo este efeito, atribuido em geral a presenca de acido a-

linolénico e lignanas.

1.4 JUSTIFICATIVA

Este trabalho se propos a investigar alguns mecanismos fisiologicos
particularmente relacionados com a FA dos graos de amaranto e linhaca. Apesar do
significativo contetido de fibras alimentares observados nestes produtos, pouca
investigacdo tem sido documentada na literatura cientifica a respeito do
comportamento destas fragdes frente aos parametros fermentativos e ao metabolismo
lipidico.

Diferentes efeitos benéficos a satide sdo atribuidos a fracdo FA, que sdo
dependentes da quantidade e qualidade desta fracdo nos alimentos, ressaltando-se
que os alimentos sdo sistemas biologicos muito complexos, especialmente quanto a
sua metabolizacdo no organismo. Dentro deste contexto, ao se considerar as
particularidades nutricionais e funcionais dos grdos de amaranto e linhaga, o
crescimento do consumo destes produtos pela populagdo, e a significativa presenca
de FAs nestes produtos, ¢ fundamental a investigacao da influéncia desta fracdo nos
diferentes efeitos fisiologicos de acgdo das fibras alimentares classicamente

documentados na literatura cientifica.
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2 OBJETIVOS
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2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a acdo fisiologica da fragdo FA dos graos de amaranto
(Amaranthus cruentus L.) e linhaca (Linum usitatissimum L.) nos parametros

fermentativos e no metabolismo lipidico, em ratos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

I- Investigacdo de parametros fermentativos pela:
- verificagdo do peso do ceco e conteudo cecal;
- determinagdo do pH do contetido do ceco;
- quantificacdo dos acidos graxos de cadeia curta (acetato, butirato e
proprionato) no conteudo cecal;
- verificag¢do do peso das fezes umidas ¢ dessecadas;

- determinagdo das fragOes fibra soluvel e insoluvel nas dietas e fezes.

II- Investigag@o do metabolismo lipidico pela
- quantificagdo dos acidos biliares e colesterol totais excretados nas
fezes;
- quantificagdo do colesterol total, triglicérides e fracdes HDL-
colesterol e nao HDL-colesterol no plasma,;

- quantificagdo dos lipideos e colesterol totais hepaticos.
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3 MATERIAL E METODOS
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3.1 MATERIAS-PRIMAS

3.1.1 Obtencio e pré-tratamento

O grao de amaranto espécie Amaranthus cruentus L, variedade BRS-Alegria,
foi fornecido pela Embrapa Cerrados (Planaltina, Distrito Federal, Brasil). O grao de
amaranto foi moido em moinho de facas (Tecnal Piracicaba-SP).

O grio de linhaga, espécie Linum usitatissimum L., foi adquirido moido e
parcialmente desengordurado (teor de lipideos de 17%) pela Industria de Oleos
Vegetais Pazze Ltda (Panambi, RS, Brasil), o que possibilitou a reducdo de custos e
producao de descarte (solventes).

Ambas as matérias-primas foram desengorduradas com hexano grau PA na
proporgdo de 1:5 (m/v). O material com solvente foi agitado (15min) e mantido em
repouso por 48 horas, antes de ser filtrado em manta de algoddo para retirada do
solvente. Para evaporacdo do excesso de solvente o material foi mantido em capela
sob exaustdo durante uma noite e, posteriormente acondicionado em estufa ventilada
a 60°C (Quimis Sao Paulo, SP), até total evaporagdo do solvente por até 36 horas. As
farinhas secas e desengorduradas foram acondicionadas em sacos de plasticos ¢

mantidas sob refrigeragdo (8 a 10°C) até a producao das dietas.
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A etapa de desengorduramento foi realizada com o propdsito de limitar a
influéncia da fragdo lipidica insaturada dos graos e lignanas da linhaca na avaliacdo
dos efeitos sob o metabolismo lipidico.

Em ensaio bioldgico prévio, os animais alimentados com dieta a base de grao
de amaranto com processamento térmico sob baixa temperatura, recusaram-se a
consumir a dieta e perderem peso. Os grios foram entdo processados por extrusdo
termoplastica, com o objetivo de inativar possiveis fatores antinutricionais e tornar a
dieta mais palatavel.

O processo de extrusdo termoplastica baseia-se na combinagdo de altas
temperaturas sob alto cisalhamento, em curto intervalo de tempo, provocando a
gelatinizacdo do amido e desnaturacdo de proteinas de farinhas de cereais e
leguminosas, seguida da reestruturacdo dos polimeros (AREAS, 1983; BARROS ¢
col., 1987). O aparelho extrusor consiste de um parafuso de Arquimedes, desenhado
de modo a proporcionar um aumento de pressao durante o trajeto da matéria-prima.
Este gira ajustado dentro de um canhdo que empurra o material a ser texturizado. O
alimento ¢ conduzido sob alta pressdo e temperatura (MITCHELL e AREAS, 1992).
Como a pressdo interna da maquina ¢ maior que a pressdo atmosférica externa, o
material ao sair expande a medida que ha rdpida evaporacdo da dgua, super aquecida
nele contida (Anexo III).

A umidade da farinha de amaranto desengordurada foi ajustada para 15% em
base seca. Foi utilizada extrusora de laboratorio RXPQ-Labor24 (Imbramag, Ind. de
maquinas LTDA - Ribeirdo Preto - BR). As condi¢des foram padronizadas com base

em estudos preliminares, utilizando-se as condigdes de maior expansao do extrusado:
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velocidade de rotagdo - 210 RPM; taxa de compressao - 4:1; temperaturas - 30, 80 e

140°C para as zonas 1,2 e 3 respectivamente (COELHO, 2006).

3.2 ENSAIO BIOLOGICO

Os experimentos bioldgicos foram conduzidos nas instalagdes do Centro de
Bioterismo da Faculdade de Medicina da USP, sob aprovagdo do Comité de Etica
para Analises de Projetos de Pesquisa (CAPPesq n® 068/06) da Diretoria Clinica do
Hospital das Clinicas e da Faculdade de Medicina da USP (Anexo I).

Foram utilizados quarenta e oito ratos machos da linhagem Wistar (Rattus
norvegiccus, variedade albinus, rodentia, mammalia), com trinta dias de idade e peso
médio de 168,4 = 17,8g, divididos ponderalmente em quatro grupos de doze animais.
Os animais foram mantidos em gaiolas individuais com maravalha, alimentacdo ad
libitum, em area climatizada com temperatura entre 22 a 26 °C, umidade relativa do
ar entre 60 e 70%, e periodo escuro de 10 horas, durante os 28 dias de experimento.
A pesagem dos animais e dietas, bem como limpeza das gaiolas foi realizada duas
vezes por semana.

Durante o periodo de adaptagdo (cinco dias) foi oferecida aos animais racao
comercial NUVILAB CR1 (Nuvital Nutrientes S/A, Colombo-PR).

As dietas experimentais foram formuladas segundo recomendagdes da AIN-

93 (REEVES e col., 1993), e produzidas pela empresa RHOSTER (Industria e
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Comércio Ltda.,Vargem Grande Paulista-SP). Tanto as dietas comerciais como as
experimentais foram oferecidas aos animais como pellets.

O consumo da dieta foi obtido pela diferenca entre o alimento oferecido e o
residual. O Cociente de Eficacia Alimentar (CEA) foi obtido pelo cociente do ganho
de peso total e o consumo da dieta durante os 28 dias de experimento.

Nos quatro ultimos dias de experimento, foi realizada a coleta das fezes bem
como verificacdo diaria do consumo das dietas. Para a coleta das fezes as gaiolas
foram adaptadas com dois pisos a fim de separar as fezes da urina (Anexo II). As
fezes foram pesadas em balanga analitica, e dessecadas em estufa ventilada por 48-72
horas, a 60°C, e armazenadas a — 18°C até a realiza¢io das analises.

A coleta de sangue foi efetuada ao final do experimento por puncdo cardiaca
sob anestesia. Como anestésicos foram utilizados Ketalar® (cloridrato de cetamina),
e Rompum® (xilazina), Img/kg e 10mg/kg de peso, respectivamente (KIM e SHIN,
1998). Como agente anticoagulante foi utilizado EDTA a 7,5%. Antes da coleta, as
seringas (SmL - Laboratorios Rymco, Barranquilha, CO) e agulhas (0,60x25mm -
Becton, Dickinson and Company, USA) foram lavadas, e aos tubos de coleta de
sangue (2mL - Eppendorf® ), adicionados 10 ul de solugdo de EDTA a 7,5%. As
amostras coletadas foram centrifugadas a 1500g, a temperatura ambiente, por 15
minutos (Centrifuga mod. 5415C, Eppendorf®), sendo o plasma separado e
armazenado a -18°C, até analise das fragdes lipidicas (DONGOWSKI e col., 2002).

Ao término do periodo experimental os animais foram eutanasiados, sendo os
orgdos: figado, coragdo, cérebro e rim direito, lavados com soro fisiologico e secos
com gaze. Os orgdos foram identificados e congelados por imersdo em nitrogénio

liquido, e reservados para possiveis andlises. O figado foi separado em duas partes
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congeladas separadamente, sendo uma delas reservada para a quantificagdo dos
lipideos hepaticos. Os 6rgdos foram mantidos a -80°C (Ultralow freezer-Nuire Inc,
MN, USA).

Os cecos completos (com conteudo) foram delimitados e pesados. Na
seqiiéncia, o pH do contetido do ceco foi aferido através de uma pequena incisdo na
parede do orgdo, onde foi introduzido eletrodo portatil de calibre de 5 mm de
didmetro (Denver Instrument Company© n. 3007361 -USA). O contetdo do ceco foi
entdo coletado em tubos tipo Eppendorf® e imediatamente congelados a -80°C para
posterior quantificacdo dos acidos graxos de cadeia curta. Os cecos foram entdo
lavados com soro fisiologico, secos cuidadosamente com gaze e pesados. Em seguida
foram identificados e congelados por imersdo em nitrogénio liquido, e mantidos
congelados a -80°C (DONGOWSKI e col., 2002; KIM e SHIN, 1998; ADAM e col.,
2001).

Todo o material biologico ndo utilizado nos experimentos foi descartado

segundo as Normas de Seguranca Laboratorial.



Na Figura 2 ¢ apresentado o fluxograma do ensaio biolégico.
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Figura 2 - Fluxograma do delineamento do ensaio biologico.



3.3 DIETAS

3.3.1 Composiciao centesimal das matérias primas
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Na Tabela 1 sdo apresentados os dados da composi¢do centesimal das

matérias-primas utilizadas para a preparagdo das dietas.

Tabela 1 — Composi¢do centesimal (g/100g) das farinhas do grdo de amaranto

integral (Amaranthus cruentus L.) desengordurada e extrusada, e farinha do grdo de

linhaca semi-desengordurada (Linum inusitassimum) e desengordurada.

Farinha de Amaranto

Farinha de Linhaga

Integral Desengord. Extrusada Semi-desengord.  Desengord.
Proteina* 14,4 (0,40) 15,8 (0,08) 16,9 (0,30) 26,4 (0,86) 31,9 (1,04)
Extrato etéreo 7,10 (0,12) 0,80 (0,03) 0,50 (0,05) 17,0 (0,08) 0,38 (0,01)
Cinzas 2,07 (0,04) 2,28 (0,05) 2,32(0,03) 5,01 (0,05) 6,07 (0,06)
Amido total 60,2 (0,10) 67,4 (4,31) 67,5(1,40) 0,38 (0,06) 0,46 (0,05)
Fibra total 8,96 10,1 10,22 50,6 61,25
Fracao soluvel 0,89 (0,10) 0,98 (0,11) 1,00 (0,10) 16,8 (1,85) 20,3 (2,24)
Fragdo insoluvel 8,07 (0,77)  8,90(0,85) 9,15 (0,04) 33,8 (1,77) 40,9 (2,14)

Resultados expressos em média (desvio padrido) resultantes de andlises em triplicata; *fator 5,85
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3.3.2 Formulacio das dietas

A partir da composicao centesimal das farinhas desengorduradas da linhaca e
do amaranto cru e extrusado, foram formuladas as dietas apresentadas na Tabela 2.
As dietas Linhaca e Amaranto foram formuladas com as farinhas previamente
desengorduradas, de modo que 7% da dieta estivesse representada pela fragdo FA das
mesmas. As fragdes proteina ¢ amido foram ajustadas de modo que todas as dietas
fossem semelhantes quanto a distribui¢do das demais fragdes de nutrientes.

Em outros estudos que se propuseram a investigar o efeito
hipocolesterolemiante das fibras alimentares em ratos (DONGOWSKI e col., 2002;
YOUNES e col., 1995; MOUNDRAS ¢ col., 1995), os autores ndo adicionaram
colesterol as dietas. Outros autores adicionaram de 0,2 a 2,5% de colesterol (KIM e
SHIN, 1988; ADAM e col., 2001; FUKUSHIMA e col. 2001). Para observar a agao
das fibras alimentares sob o colesterol dietético optou-se por adicionar 0,5% de
colesterol as dietas, com o intuito de ndo promover elevada hipercolesterolemia nos
animais.

A formulacdo das mesmas seguiu as recomendagdes da AIN-G-93 (REEVES
e col., 1993).

Optou-se pela nao realizagdo de coletas de sangue no inicio do ensaio e desse
modo, adicionou-se ao estudo um grupo isento de suplementagdo de colesterol que
foi denominado Grupo Referéncia.

As dietas foram formuladas a partir dos dados de composicao centesimal das

farinhas desengorduradas de linhaca e amaranto desergorduradas.
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Tabela 2 - Formulagdes estimadas das dietas Referéncia, Controle, Linhaca e

Amaranto (g/100g).
Dieta
Referéncia Controle Linhaca Amaranto

Amaranto - - - 74,00
Linhaca - - 12,90 -
Amido de milho 39,75 39,75 36,00 1,00
Caseina 18,00 18,00 14,25 5,88
Amido de milho dextrinizado 13,20 13,20 12,50 2,20
Sacarose 10,00 10,00 10,00 5,00
Oleo de soja 7,00 6,50 6,45 6,45
Celulose' 7,00 7,00 -
Mistura de minerais® 3,50 3,50 3,50 3,50
Mistura de vitaminas 1,00 1,00 3,50 1,00
L-cistina 0,30 0,30 0,30 0,30
Bitartarato de colina 0,25 0,25 0,25 0,25
Tert-butilhidroquinona 0,14 x107 0,14 x10* 0,14 x107 0,14 x107
Colesterol* - 0,50 0,50 0,50

" Solka Flok, 200FCC, FS & D, St Louis, MO; “AIN-93G-VX; AIN-93G-MX; * fracio colesterol foi
subtraida da fragdo o6leo de soja. Referéncia = dieta Controle AIN-93G; Controle = Dieta Controle
AIN-93G + 0,5% de colesterol; Linhaga = FA da farinha de linhaga desengordurada + 0,5% de
colesterol; Amaranto = farinha de amaranto desengordurada e extrusada + 0,5% de colesterol.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 3, verifica-se que a

composicdo da dieta esteve dentro dos parametros previamente estabelecidos, sendo

admitida variagdo de até 5% em relagdo a formulacdo estimada.
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Tabela 3 — Composicdo das dietas dos grupos Referéncia, Controle, Linhaga e

Amaranto, em base seca (g/100g).

Dieta
Referéncia Controle Linhaca Amaranto
Proteina* 16,8 (0,18) 17,0 (0,31) 16,9 (0,18) 16,3 (0,40)
Extrato etéreo 6,90 (0,25) 7,32 (0,23) 7,24 (0,12) 7,40 (0,54)
Residuo mineral fixo 2,93 (0,13) 2,76 (0,12) 3,20 (0,09) 3,10 (0,15)
Amido total 63,9 (0,65) 63,2 (0,45) 62,2 (0,81) 63,6 (0,91)
Fibras alimentares 7,20 7,16 6,82 6,71
Fracdo soluavel 0 0 2,62 (0,34) 0,77 (0,12)
Fracdo insoluvel 7,20 (0,68) 7,16 (0,46) 4,56 (0,23) 5,94 (0,31)
Colesterol - 0,6 (0,04) 0,4 (0,08) 0,5 (0,07)
Energia (kcal) 385,8 391,2 386,1 389,5

Resultados expressos em média (desvio padrdo) resultantes de analises em triplicata; *fator 5,85;
Referéncia = dieta Controle AIN-93G; Controle = Dieta Controle AIN-93G + 0,5% de colesterol;
Linhaca = FA da farinha de linhaca desengordurada + 0,5% de colesterol; Amaranto = farinha de
amaranto desengordurada e extrusada + 0,5% de colesterol.

3.4 METODOS ANALITICOS

3.4.1 Composicio centesimal das matérias-primas, dietas e fezes

A determinagdo do teor de umidade, extrato etéreo e cinzas foram realizadas

segundo as normas estabelecidas pelo INSTITUTO ADOLFO LUTZ (1985). Para as
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analises de proteina e fibras alimentares (soluvel e insolavel) seguiu-se a
metodologia recomendada pela AOAC (1995). O amido total foi determinado
segundo GONI e col. (1997).

As determinagdes foram realizadas em triplicata.

3.4.2 Peso das fezes

As fezes foram pesadas, e a umidade obtida através de secagem em estufa
ventilada por 48-72 horas, a temperatura de 60°C (Quimis Aparelhos Cientificos

Ltda, Sao Paulo, BR).

3.4.3 Determinacao dos lipideos plasmaticos

As fragdes plasmaticas de Colesterol total, Triglicérides e HDL-colesterol,
foram determinadas utilizando kits enzimaticos comerciais (Labtest Diagnostica,
Lagoa Santa, MG, Brasil).

O colesterol total foi quantificado baseado em método enzimatico,
colorimétrico, (CHOD/PAP), com colesterol esterase, colesterol oxidase e 4-

aminoantipirina.
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A fracdo colesterol associado a HDL foi quantificada apds precipitagdo das
lipoproteinas LDL e VLDL, com 4acido fosfotingstico/cloreto de magnésio
(PTA/MgCl,), e mensuragdo do colesterol no sobrenadante (ABELL e col., 1952).

Os valores da fragdo ndo HDL-colesterol foram obtidos através da diferenga
entre os valores de Colesterol total e HDL-colesterol.

As determinagdes foram realizadas em duplicata a partir das extracdes.

3.4.4 Determinacao de lipideos totais e colesterol hepatico.

Os lipideos do figado foram extraidos em coluna de fase seca segundo
MARMER ¢ MAXWELL (1981). Em coluna de vidro (35mm x 30 comprimento),
adicionou-se algoddo, seguido de 10g de fosfato dicélcio hidratado e celite (1:9), 10g
de amostra, e 20g de Na,SO4 misturados com 15g de celite. Apds empacotar a coluna
adicionou-se 200 mL de diclorometano e metanol (9:1). O extrato foi coletado e o
volume mensurado. A porcentagem de lipideos na amostra foi obtida apos
dessecacdo de 10mL de extrato em estufa ventilada (Quimis Aparelhos Cientificos,
Ltda - Sdo Paulo - BR) até peso constante.

O extrato lipidico obtido foi entdo saponificado para identificagdo e
quantificagdo do colesterol total por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE), segundo BOHAC ¢ col. (1988), com algumas adaptagdes sugeridas pelo

Laboratorio de Bromatologia da Faculdade de Saude Publica.
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Para a saponificacdo, 3mL de extrato lipidico foram adicionados em tubos de
vidro com tampa rosqueada com vedagdo de Teflon, secos sob nitrogénio, e
adicionados 10mL de solucdo alcodlica (90%) de KOH 12%. Os tubos foram
aquecidos em banho-maria sob agitacdo, a 70°C, por 15 minutos. Apos resfriamento
a temperatura ambiente, foram adicionados SmL de solugo saturada de NaCl, para
melhor separagdo das fases, e o colesterol extraido 3 vezes com 10mL de hexano
(grau CLAE).

Os extratos foram secos em estufa ventilada (60°C) (Quimis Aparelhos
Cientificos, Ltda - S@o Paulo-BR), até total evaporagdo da amostra, sendo
ressuspendidas com 1mL de fase movel no momento da inje¢do. A identificagdo foi
realizada em equipamento de CLAE, da marca Shimadzu SCL -10 AT — VP
(Shimadzu Scientific Instruments-Inc-Japan), com detector UV/Visivel FL detector,
L-7480 (Merck, Hitachi - Darmstadt, Germany), a 206 nm. Foi utilizada coluna
analitica Luna CN, Phenomenex (25c¢m x 4,5 mm de didmetro). O volume de injecao
foi de 20uL, e a fase mdvel preparada com n-hexano/isopropanol (97:3), com fluxo
isocratico de ImL/min (CHEN e CHEN, 1994). A quantificacdo foi realizada através
de curva padrdo, com concentragdes de 32 a 378 ug/ml, utilizando-se como padrdo
colesterol (Steraloids Inc-USA).

Os solventes utilizados na fase modvel foram filtrados antes do uso em
membranas Durapore® HV-PVDF (47 nm de didmetro e 0,45 de poro) fabricadas
pela Millipore do Brasil.

As extragdes foram realizadas em triplicata.



33

3.4.5 Determinacao de colesterol nas dietas e fezes dos animais

O colesterol nas fezes foi extraido apos saponificacdo segundo TERPSTRA e
col. (1998), com algumas modificagdes, e quantificado por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE), segundo CHEN e CHEN (1994).

Para a saponificacdo, S0mg das dietas ou fezes dessecadas foram adicionados
em tubos de teflon com 1400 pL de metanol e 440uL de solucdo de NaOH 5M. Os
tubos foram rapidamente agitados em vortex (baixa velocidade) e colocados em
banho-maria com agitacdo horizontal, por 60 minutos a 80°C. Em seguida foi
adicionado aos tubos solugao saturada de NaCl, para melhor separagdo das fases, ¢ o
colesterol extraido 3 vezes com 3 mL de éter de petrdleo. Entre cada extragdo os
tubos foram novamente agitados em vortex.

Deste ponto em diante, seguem-se os mesmos procedimentos apresentados no
4° paragrafo da seccdo 3.3.4.

As extragdes foram realizadas em triplicata.

3.4.6 Determinacio dos acidos biliares nas fezes

Os acidos biliares foram extraidos segundo Van der MEER e col. (1985). As

fezes dessecadas foram extraidas com tert-butanol a 50% por 15minutos a 37°C,
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seguida de centrifugagdo a 10.000g por 2 minutos (Modelo 3-18k-Sigma
Laborzentrifugen-Germany).

A quantificagao foi realizada através de kit enzimatico colorimétrico DZ042A
(Diazyme — DZ042A-San Diego, EUA). Na presenca de Tio-NAD, a enzima 3-a
hidroxiesterdide desidrogenase (3-a HSD) converte os acidos biliares a 3-ceto-
esterdides e Tio-NADH. A taxa de formacdo de Tio-NADH ¢ determinada pela
mudanga de absorbancia a 405nm, mensurada aos entre 60 ¢ 120 segundos de reacao.
A leitura foi realizada em Espectrofotometro UV-Visivel (UV-1650PC Shimadzu-
Scientific Instruments-Inc-Japan).

As determinacdes foram realizadas em duplicata.

3.4.7 Quantificacdo dos acidos graxos de cadeia curta

A extragdo dos AGCC no contetdo do ceco foi realizada segundo ZHAO e
col. (2005), com algumas modifica¢cdes. Meio grama de conteudo do ceco foi
suspenso em SmL de 4gua e homogeneizado por 3 minutos. O pH da suspensao cecal
foi ajustado entre 2 ¢ 3 pela adigdo de solugdo de HCI 5M. Esta suspensdo foi entdo
transferida para tubos de polipropileno e centrifugada por 20 minutos a 5000 rpm
(Modelo 3- 18k, Sigma Laborzentrifugen, Germany), obtendo-se um sobrenadante
limpo que foi injetado em cromatdgrafo gasoso para quantificacdo dos AGCC.

Foi utilizado cromatdgrafo gasoso modelo GC-2010 (Shimadzu Scientific

Instruments Inc, Japan) e coluna capilar de silica Nukol, com dimensdes de 30m,



35

0,25mm de diametro interno e 0,25um de espessura de filme (Supelco, USA). Como
gas de arraste foi utilizado hidrogénio ao fluxo de 1,8 mL/min. A temperatura inicial
do forno foi de 100°C mantida por 0,5 minutos, seguida com taxa de aumento de
8°C/min até 180°C, mantida por 1,0 minutos, seguiu-se taxa de aumento de
20°C/min até 200°C, sendo mantido nesta temperatura por 5 minutos. A temperatura
do detector de chama (FID) e injetor foram de 240°C e 200°C respectivamente, € 0
volume de injecdo de 1uL, com split de 1:2.

Para identificacdo utilizou-se comparacdo do tempo de retengdo utilizando
como padrdo externo mistura de acidos graxos de cadeia curta livres (Volatile free
acid mix, Cod. 46975, Sigma Aldrich, USA). A quantificagdo foi realizada através da
curva padrdo nas concentragoes de 2 a 10mM.

As determinacdes foram realizadas em duplicata.

3.4.8 — Grau de fermentacao

O grau de fermentacdo corresponde a diferenga em porcentagem da
quantidade de fibra mensurada nas fezes e fibra consumida pelos animais. Este

calculo estima a quantidade de fibra alimentar fermentada no colon.

Grau de fermentagdao = 100 —[(Fibras nas fezes/Fibras consumidas)*100]
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3.5 ANALISE ESTATISTICA

Primeiramente foi verificado se as variaveis satisfaziam a distribui¢cao normal
através do teste de Kolmogorov-Smirnov (p>0,05) para que entdo fossem utilizados
testes paramétricos (SIEGEL, 1988) (Anexo 1V).

Para comparagdo das médias de amostras independentes para variaveis com
distribuicdo normal, foi empregado o teste paramétrico de Analise de Variancia,
seguido do teste de comparagdes multiplas de Tukey. As médias foram consideradas
diferentes ao nivel de 5% de significancia.

Correlagdes entre as variaveis foram estabelecidas através do Coeficiente de
correlacdo de Pearson.

As andlises estatisticas foram realizadas através do programa estatistico SPSS
versdao 13 (SPSS inc, USA) e para elaboragdo dos graficos foi utilizado o programa

Microsoft Office Excel 2003.
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4 RESULTADOS




38

4.1 Monitoramento do ganho de peso e consumo de dieta pelos animais

Os animais de todos os grupos aceitaram bem a dieta e apresentaram-se
saudaveis, ndo sendo observadas mudangas de comportamento e aparéncia ao longo
do experimento.

Na Tabela 4 observa-se que o consumo total e médio (g/dia) das dietas foi
significativamente maior para os grupos Linha¢a e Amaranto, ¢ que o CEA foi
significativamente menor para estes grupos. No entanto, ndo houve prejuizo
nutricional, uma vez que ndo foi observada diferenga significativa no ganho de peso

entre os grupos.

Tabela 4 — Ganho de peso, consumo total e médio, e Cociente de Eficiéncia
Alimentar (CEA) dos animais dos Grupos Referéncia, Controle, Linhaga e

Amaranto, ap6s 28 dias de administracao das dietas.

Grupo Ganho de peso Consumo total Consumo médio CEA (%)
(8 (8) diario (g)

Referéncia 190,0 (3,30)" 522.2 (5,65)° 21,7 (1,15)° 36,4 (1,40)°

Controle 180,9 (3,71)" 544.1 (6,99 21,7 (1,39)* 33,3 (1,52)"

Linhaga 187,1 (3,72) 647,1 (6,71)° 25,8 (1,34) 28,9 (0,93)°

Amaranto 171,1 (4,67)° 601,7 (7,69)° 24,07 (1,53)° 28,4 (1,51)°

Os dados estdo expressos como média (erro padrdo) n=12; Médias com letras iguais na mesma coluna
nao diferem entre si. ANOVA, Tukey (p > 0,05); Referéncia = dieta Controle AIN-93G; Controle =
Dieta Controle AIN-93G + 0,5% de colesterol; Linhaga = FA da farinha de linhaca desengordurada +
0,5% de colesterol; Amaranto = farinha de amaranto desengordurada e extrusada + 0,5% de colesterol.
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4.4 Parametros fermentativos

O peso do ceco completo, ceco vazio e contetido do ceco sdo apresentados na

Figura 3.
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Figura 3 - Peso ajustado (g/100g peso corporal) para o ceco cheio, ceco vazio, e
contetdo do ceco para os grupos Referéncia, Controle, Linhaca e Amaranto.

Barras com letras iguais ndo diferem entre si, ANOVA, Tukey (p > 0,05). Nas colunas esta indicado o

erro padriao (n=12). Referéncia = dieta Controle AIN-93G; Controle = Dieta Controle AIN-93G +
0,5% de colesterol; Linhaca = FA da farinha de linhaca desengordurada + 0,5% de colesterol;

Amaranto = farinha de amaranto desengordurada e extrusada + 0,5% de colesterol.

Observa-se aumento estatisticamente significativo do peso do ceco com
conteudo, ceco vazio, e conteido do ceco dos animais dos grupos Linhaga e
Amaranto em relagdo aos grupos Referéncia e Controle. Verificou-se ainda que nao

houve diferenca significativa entre os grupos Linhaca e Amaranto (p=0,141).
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De acordo com a Figura 4, os dados apresentam queda significativa do pH no
ceco dos animais dos grupos Linhaga e Amaranto em relagdo aos grupos Controle e

Referéncia.
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Figura 4 — pH do contetido do ceco dos animais dos grupos Referéncia, Controle,
Linhaga ¢ Amaranto.

Barras com letras iguais ndo diferem entre si, ANOVA, Tukey (p > 0,05). Nas colunas esta indicado o

erro padrdo (n=12). Referéncia = dieta Controle AIN-93G; Controle = Dieta Controle AIN-93G +
0,5% de colesterol; Linhaga = FA da farinha de linhaca desengordurada + 0,5% de colesterol;

Amaranto = farinha de amaranto desengordurada e extrusada + 0,5% de colesterol.

Na Figura 5 s3o apresentados o peso das fezes umidas e secas. Observa-se
que houve aumento do peso das fezes umidas para os grupos Linhaga ¢ Amaranto.
No entanto, para as fezes secas, observou-se aumento apenas para o grupo Amaranto,
sugerindo aumento de massa bacteriana. A porcentagem de umidade dos grupos

Linhaga e Amaranto (43,3 + 2,3% e 38,8 £ 2,1%, respectivamente) ndo diferiram
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entre si (p=0,146), mas foram maiores que os grupos Referéncia e Controle (20,1 +

2,2% e 21,0% = 2,2%, respectivamente).

25 7

B Referéncia
B Controle
O Linhaga

B Amaranto

Fezes umidas Fezes secas

Figura 5 — Peso das fezes umidas e dessecadas, correspondente a 4 dias de coleta,
dos animais dos grupos Referéncia, Controle, Linhaca e Amaranto.

Barras com letras iguais ndo diferem entre si, ANOVA, Tukey (p > 0,05). Nas colunas esta indicado o

erro padrio (n=12). Referéncia = dieta Controle AIN-93G; Controle = Dieta Controle AIN-93G +
0,5% de colesterol; Linhaca = FA da farinha de linhaca desengordurada + 0,5% de colesterol;

Amaranto = farinha de amaranto desengordurada e extrusada + 0,5% de colesterol.

A Figura 6 apresenta as concentracdes de AGCC quantificadas no contetido

do ceco dos animais.
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Figura 6 — Concentracio de AGCC (acido acético, propidnico e butirico) no
contetdo do ceco, dos animais dos grupos Referéncia, Controle, Linhaga e
Amaranto.

'mmol/ceco = mmol/g x conteudo cecal (g). Barras com letras iguais ndo diferem entre si, ANOVA,
Tukey (p > 0,05). Nas colunas esta indicado o erro padrdo (n=12). Referéncia = dieta Controle AIN-
93G; Controle = Dieta Controle AIN-93G + 0,5% de colesterol; Linhaga = FA da farinha de linhaga

desengordurada + 0,5% de colesterol; Amaranto = farinha de amaranto desengordurada e extrusada +

0,5% de colesterol.

As concentragdes (mmol/g ceco) de AGCC foram maiores para os trés acidos
graxos nos grupos Linhaga e Amaranto em relacdo aos grupos Referéncia e Controle.

As FAs de Linhaga ¢ Amaranto promoveram aumento na producdo de AGCC, em
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relagdo ao grupo Controle, respectivamente de: 61,7 e 61,4% para o acido acético
(p= 0,000 e p=0,000); 103,5 e 80% para o acido propionico (p=0,000e p=0,000); e
120,0% e 71,8% para o acido butirico (p=0,000 e p=0,000). Estes valores sao
expressivos, destacando-se que as concentragdes dos acidos propidnico e butirico

dobraram para o grupo Linhaga em relagdo ao Controle.

Acético
V(x100,000)

2.00Chromatogram /

| Propidnico
/ Butirico

- T P

25 5.0 75 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0 min

Figura 7 - Cromatograma obtido por Cromatografia Gasosa para identificacdo e

quantificag@o dos acidos acético, propidnico e butirico.

Na Tabela 5 sdo apresentados os dados para consumo de FA e quantificagao
de fibras nas fezes durante os 4 ultimos dias de experimento, bem como o grau de
fermentagdo observados das fragoes de FA dos diferentes grupos. Com excecao do
grupo Referéncia, todos os animais consumiram quantidade semelhante de FA. O
grau de fermentacdo, através da diferenca percentual entre as fibras totais
consumidas e excretadas nas fezes, foi 13,6 ¢ 21,9% para os grupos Linhaca ¢

Amaranto, respectivamente.
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Como esperado, a celulose apresentou pequeno grau de fermentacdo (grupos

Referéncia e Controle).

Tabela 5 - Consumo da fracdo FA, fracdo FA nas fezes e porcentagem de

fermentagdo da FA para os animais dos grupos Referéncia, Controle, Linhaca e

Amaranto.
Consumo de FA' Fibras Grau de
(g/4 dias) nas fezes fermentacio’

(g/4dias) (%)

Referéncia 6,43 (0,45)" 6,29 (0,60)° 2,18

Controle 6,97 (0,66)° 6,81 (0,85)° 2,29

Linhaga 7,57 (0,90)° 6,54 (0,56)° 13,6

Amaranto 7,02 (0,80)b 5,49 (0,65) 21,8

'Os dados estdo expressos como média (desvio padrio) n=12. Médias com letras iguais na mesma
linha néo diferem entre si. ANOVA, Tukey (p > 0,05);%as fibras alimentares foram quantificadas no
pool das fezes de 12 animais, dados expresso com média (desvio padrio) n=3. *Grau de fermentagio
=100 -(Consumo de FA/Fibras nas fezes)*100. Referéncia = dieta Controle AIN-93G; Controle =
Dieta Controle AIN-93G + 0,5% de colesterol; Linhaga = FA da farinha de linhaca desengordurada +
0,5% de colesterol; Amaranto = farinha de amaranto desengordurada e extrusada + 0,5% de colesterol.

4.5 Lipideos plasmaticos

As dietas dos grupos Linhaca ¢ Amaranto ndo promoveram alteragdes
significativas no perfil dos lipideos plasmaticos como pode ser observado na Tabela

6.
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Tabela 6 — Concentragdes plasmaticas de colesterol total (CT), triglicérides (TG) e
fragdes colesterol (HDL-c, ndo HDL-c) dos animais (mg/dl) dos grupos Referéncia,

Controle, Linhaca e Amaranto.

CT TG HDL-c' nao-HDL-c”
Referéncia 71,9 (3,27)° 92,6 (5,66)" 43,0 (1,43° 28,9 (3,33)"
Controle 85,1 (3,22)°  143,9(5,01)* 37,0 (1,36)* 47,9 (3,39)°
Linhaca 85,2 (3,16)° 170,4 (5,08)° 40,9 (1,72)° 44,3 (3,18)°
Amaranto 84,1 3,24)°  124,1 (4,62)*  43,4(2,01)°  40,1(3,31)°

Os dados estdo expressos como média (erro padrao) n=12. Médias com letras iguais na mesma coluna
ndo diferem entre si, ANOVA, Tukey (p > 0,05). "HDL-c: lipoproteina de alta densidade; *ndo-HDL-
c¢: (CT — HDL-c); Referéncia = dieta Controle AIN-93G; Controle = Dieta Controle AIN-93G + 0,5%
de colesterol; Linhaga = FA da farinha de linhaca desengordurada + 0,5% de colesterol; Amaranto =
farinha de amaranto desengordurada e extrusada + 0,5% de colesterol.

A adigdo de colesterol as dietas promoveu aumento médio de 18% de CT para
os grupos Controle, Linhaca e Amaranto, ndo sendo observada reducdo do CT nos
grupos experimentais Linhaca e Amaranto.

Observou-se aumento de TG em todos os grupos suplementados com
colesterol. Com relacdo ao grupo Amaranto ndo foram observadas diferencas
significativas em relacdo aos grupos Controle e Referéncia (p=0,162 e p=0,259,
respectivamente). O grupo Linhaga comportou-se de forma similar ao grupo Controle
(p=0,186).

Observou-se que para os grupos experimentais Linhaca e Amaranto a fracao
HDL-colesterol apresentou valores semelhantes aos observados no grupo Referéncia

(p=0,384 e p=0,994, respectivamente), o qual n3o recebeu suplementacdo de
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colesterol. J& para a fracdo ndo-HDL-c observou-se aumento médio de 52% em
relacdo ao grupo Referéncia, porém sem diferencas significativas entre os grupos
Controle, Linhaca e Amaranto.

Na Figura 8 sdo apresentados o peso do figado ajustado pelo peso dos animais
(g/100g de peso do animal) dos diferentes grupos. Verificou-se que os grupos
Linhaga e Amaranto apresentaram perfil semelhante ao grupo Referéncia (p=0,976 e
p=0,913), respectivamente). Ao contrario, estes apresentaram perfil estatisticamente
diferente do grupo Controle (p=0,000 ¢ P=0,000, respectivamente), ou seja, 0 peso
do figado dos animais dos grupos Linhaga e Amaranto foi inferior ao observado nos

animais alimentados com colesterol.
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Figura 8 — Peso do figado dos animais dos grupos Referéncia, Controle, Linhaca e
Amaranto.

Barras com letras iguais ndo diferem entre si, ANOVA, Tukey (p > 0,05). Nas colunas esta indicado o
erro padrdo (n=12).Referéncia = dieta Controle AIN-93G; Controle = Dieta Controle AIN-93G +

0,5% de colesterol; Linhaga = FA da farinha de linhaga desengordurada + 0,5% de colesterol;

Amaranto = farinha de amaranto desengordurada e extrusada + 0,5% de colesterol.
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O aumento do peso do figado no grupo Controle pode estar associado a um
maior acimulo de lipideos no 6rgdo destes animais, uma vez que foi observado um
valor reduzido de lipideos hepaticos nos grupos Linhaca e Amaranto (Tabela 7), em
relacdo ao grupo Controle (p=0,020 ¢ p=0,000, respectivamente). Para o colesterol
hepatico foi observada diminui¢do da concentracdo apenas para o grupo Linhaga,
com reducdo de 38% em relagdo ao grupo Controle (p=0,008), porém ainda maior
que o grupo Referéncia (p=0,011). Nao foi observada redugdo dos valores de
colesterol hepatico para os animais do grupo Amaranto em relagdo ao grupo Controle

(p=0,788).

Tabela 7 - Colesterol e Lipideos hepaticos dos animais dos grupos Referéncia,

Controle, Linha¢a ¢ Amaranto.

Colesterol hepatico total’ Lipideos hepaticos totais
mg/peso de figado” g/peso do figado®
Referéncia 21,5 (3,97)* 0,24 (0,02)*
Controle 47,1 (2,28)° 0,39 (0,02)°
Linhaca 29,2 (4,31)° 0,29 (0,02)°
Amaranto 43,9 (6,38)° 0,30 (0,01)b

Os dados estdo expressos como média (desvio padrdo) de 3 determinagdes (pool dos animais). Médias
com letras iguais na mesma coluna nio diferem entre si, ANOVA, Tukey (p = 0,05). 'Colesterol
hepatico total = quantificado a partir do extrato lipidico saponificado;’peso do figado ajustado ao peso
de 100g do animal. Referéncia = dieta Controle AIN-93G; Controle = Dieta Controle AIN-93G +
0,5% de colesterol; Linhaga = FA da farinha de linhagca desengordurada + 0,5% de colesterol;
Amaranto = farinha de amaranto desengordurada e extrusada + 0,5% de colesterol.
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Figura 9 — Cromatograma obtido por Cromatografia de alta eficiéncia para a

identificacdo e quantificacdo do colesterol hepatico e fecal.

4.6 — Excrecao fecal de colesterol e acidos biliares

A Tabela 8 apresenta os valores de colesterol e acidos biliares excretados nas
fezes correspondentes aos 4 Ultimos dias de ensaio. O grupo Referéncia apresentou
baixos valores de colesterol e acidos biliares excretados nas fezes, uma vez que a
dieta destes animais ndo foi adicionada de colesterol. Nao houve aumento na
excrecao de colesterol e acidos biliares para o grupo Linhaca quando comparado com
o grupo Controle (p=0,84le p=0,071, respectivamente). Em relacdo ao grupo
Amaranto foi observado aumento significativo da excrecdo de colesterol (56%,
p=0,000), enquanto a excrecdo de acidos biliares foi significativamente menor (52%,

p=0,000).
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Tabela 8 — Colesterol e acidos biliares excretados nas fezes dos animais dos grupos

Referéncia, Controle, Linhaca e Amaranto.

Colesterol Acidos biliares

mg/4dias pmol/4 dias'
Referéncia 21,0 (2,62) 31,94 (2,60)*
Controle 156,3 (6,46)" 58,98 (3,19)°
Linhaca 169,4 (7,21)° 51,28 (2,65)°
Amaranto 2445 (9,32)° 28,38 (2,31)°

Os dados estdo expressos como média (erro padrdo) n=12. Médias com letras iguais na mesma coluna
nao diferem entre si. ANOVA, Tukey (p > 0,05). Referéncia = dieta Controle AIN-93G; Controle =
Dieta Controle AIN-93G + 0,5% de colesterol; Linhaca = FA da farinha de linhaga desengordurada +
0,5% de colesterol; Amaranto = farinha de amaranto desengordurada e extrusada + 0,5% de colesterol.

4.7 — CORRELACOES ENTRE AS VARIAVEIS DE ESTUDO.

Os valores obtidos através do Coeficiente de correlacdo de Pearson, entre as
variaveis do estudo, com respectivos valores de p, sdo apresentados em anexo

(Anexos V-XII).
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5 DISCUSSAQ
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5.1 CONSUMO

O consumo de rac¢ao pelos animais dos grupos Linhaga e Amaranto foi maior
em relacdo aos demais. Entretanto, apesar deste maior consumo, ndo se observou
diferen¢a no ganho de peso dos animais de todos os grupos (Tabela 4).

Resultados semelhantes ao deste estudo foram observados por outros autores.
Ratos alimentados com extrato de chicéria e amido resistente, respectivamente,
também aumentaram o consumo de ragdo, sem comprometimento do peso final dos
animais em relagdo ao grupo Controle celulose (KIM e SHIN, 1999; YOUNES e col,
1995). REEDY e col. (1980), ¢ HENNINGSSON e col. (2002) também utilizando
dietas com controle celulose, observaram o oposto, onde os animais cujas dietas
apresentavam pectina, carragena e goma guar, respectivamente, diminuiram o
consumo de racdo, sem altera¢do no peso final dos animais.

Outros autores ndo relatam alteragdes no padrdo de consumo das dietas com
diferentes qualidades de fibras alimentares (ADAM e col., 2001; FUKUSHIMA e
col., 2001; YOKOGOSHI e col., 1999; GORINSTEIN e col., 1998; ARJIMANDI e

col. 1996).
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5.2 PARAMETROS FERMENTATIVOS

Alguns aspectos do “metabolismo” das fibras soluveis podem ser avaliados
pelo grau de fermentacdo (Tabela 5), produgdo de AGCC no célon (Figura 6 e 7),
queda do pH do contetudo do ceco (Figura 4), e aumento do peso e contetido do ceco
(Figura 3) tanto para os grupo Linhaca como para o grupo Amaranto.

O aumento do peso da parede do ceco ¢ provavelmente decorrente do
incremento da producdo de acido butirico, reconhecido por ser o principal substrato
preferencialmente utilizado no metabolismo oxidativo energético dos colondcitos,
promovendo assim a proliferagdo e diferenciacio dos mesmos (GONI e LOPES-
OLIVA, 2006; FERGUNSON e col., 2001, VELASQUES e col. 1997 ¢ 1996).

Estudos observaram que administragdo de AGCC estimula o crescimento das
células da mucosa intestinal, quando introduzidos diretamente no célon (TOPPING e
CLIFTON, 2001; KRIPKE e col., 1989).

ADAM e col. (2001), em estudo com ratos, observaram que o acido butirico
aparece em pequenas propor¢des na veia porta, € em altas concentragdes no ceco,
sugerindo que ele ¢ absorvido através da parede cecal e metabolizados in situ,
promovendo o trofismo da mucosa intestinal, ou seja, o aumento do nimero de
células intestinais, os colonécitos. Este efeito tréfico do acido butirico exerce um
importante papel na inibi¢do das células colonicas neoplasicas (VELASQUEZ e col.,
1996; SCHEPPACH e col., 1995)

No intestino, os acidos biliares sdo desconjugados e convertidos a acidos

biliares secundarios, reconhecidos como promotores tumorais. Dentre as atribui¢des
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anti-tumorais do acido butirico destaca-se o efeito de interferir na a¢do dos acidos
biliares secundarios (VELASQUEZ ¢ col., 1996).

O aumento do volume do bolo fecal esta relacionado & melhora do transito
intestinal e laxa¢do do intestino grosso. O peso das fezes imidas dos grupos Linhaga
e Amaranto foi significativamente maior que o dos grupos Controle e Referéncia,
provavelmente pela maior capacidade de retencdo de dgua no colon, promovida por
estas FAs, resultando, em maior peso das fezes.

Com relagdo ao aumento do peso das fezes imidas € conveniente salientar
que varios trabalhos que se propdem a objetivos semelhantes, utilizando FA de
outros produtos, tais como: frutas, cereais, farelos, e gomas, utilizam para os grupos
controle dietas isentas de FAs (DONGOWSKI e col., 2002; LEVRAT ¢ col., 2000;
KIM e SHIN, 1998; EVANS e col., 1992). Com a auséncia de celulose nos grupos
controle o efeito no aumento do peso das fezes, pelo aumento da capacidade de
retengdo de agua, serd muito mais expressivo nas dietas dos grupos testes.

As bactérias representam em média 40 a 50% do peso das fezes (ADAM e
col., 2001). Assim ¢ de se supor que o aumento de peso das fezes secas dos animais
do grupo Amaranto sugere possivel aumento na flora bacteriana, provavelmente em
funcdo da fermentagdo da FA. Este aumento de peso ndo foi observado nas fezes do
grupo Linhaga.

Observou-se aumento das concentragdes totais de AGCC no ceco dos grupos
experimentais em relacdo ao controle. Sdo varios os efeitos benéficos atribuidos a
fermentagdo dos carboidratos no célon e produgao de AGCC. A produgdo de AGCC
justifica a queda de pH observada (Figura 4). A literatura refere que esta acidificagdo

do meio colonico inibe o crescimento de bactérias patogé€nicas, principalmente
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clostridium; aumenta indiretamente a absor¢do de minerais; e reduz a absor¢do de
amonia (WONG e col., 2006). Além dos efeitos benéficos do acido butirico, citados
anteriormente, a possivel influéncia do acido propidnico no metabolismo hepatico
sera posteriormente discutida.

A queda do pH no ceco representa um indicador da fermentagdo colbnica e
estd de acordo com a producdo de AGCC. Para os grupos Linhaca e Amaranto foram
observados valores de pH de 6,33 ¢ 6,13, indicando queda de 0,4 ¢ 0,6 unidades,
respectivamente, em relacdo ao pH do grupo Controle, caracterizando acidificagdo
moderada.

Por meio da investigacdo da fermentagdo in vitrro, SWANSON e col. (2001)
observaram que a linhaca apresenta grau de fermentacdo moderado, 1,44 mmol/g de
matéria organica (MO), em relagdo a produtos de controle: pectina (6,66 mmol/g
MO), psilium (3,29 mmol/gMO) e flocos de soja (0,05 mmol/g MO) e outros
vegetais estudados (polpa de magd 2,24 mmol/g MO; polpa de cenoura 4,22 mmol/g
MO; polpa de uva 0,83 mmol/g MO; pistache 0,46 mmol/g MO, e polpa de tomate
1,71 mmol/g MO.

Desconhecem-se na literatura outros trabalhos que tenham investigado a
producdo de AGCC promovida pela fermentagcdo colonica da FA dos grdos de
linhaga e amaranto.

FUKUMOTO e col. (2003) observaram que os AGCC estimulam o transito
intestinal pela 5-hidroxitriptamina, que € transportada pelo sistema vagal eferente,
onde ¢ estimulada a liberacao da acetilcolina a partir do plexo mesentérico coldnico,
resultando na contracdo do musculo do colon proximal. Apesar de ao longo do

trabalho ndo ter sido possivel a investigacdo da freqiiéncia de defecagdo dos animais,
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o aumento da capacidade de absorcdo de agua das fibras dos grdos de linhaca e
amaranto, e o aumento da produ¢do de AGCC, mostram a influéncia destas fibras na
melhora do transito intestinal.

Os resultados demonstram que o grau de fermentacdo da FA da linhaga foi
13,6 % e da FA alimentar do amaranto 21,8 % (Tabela 5). Este dado ¢ interessante
uma vez que as fragdes soliveis das FAs s@o reconhecidas como mais fermentaveis
que as fibras insoluveis (WONG e col., 2006), e as dietas dos grupos Linhaga e
Amaranto apresentaram 33% e 10% de fibra soluvel, respectivamente. Ou seja,
observa-se uma maior fermentacdo para o grupo com menor teor de fibra soltvel
(grupo Amaranto), e menor fermentacdo para o grupo com maior teor de fibra
soltuvel (grupo Linhaca).

Segundo ADAM e col. (1994), quando a celulose estd dispersa na matriz
complexa da farinha do grao, ela esta mais exposta a degradagdo microbiana, e esta
caracteristica pode em parte explicar a fermentagdo da FA da farinha de amaranto,
em propor¢do acima ao teor de fibra soluvel quantificado por métodos analiticos.

Segundo a FAO/OMS (1998) os termos fibra soluvel e insoliivel surgiram
com os estudos quimicos dos polissacarideos ndo amildceos a medida que se
observaram que fragdes destes polissacarideos podiam ser separadamente extraidas
através de mudancas de pH das solugdes. No inicio, esta classificacdo foi bastante
util permitindo uma simples diferenciacdo entre as fragdes que em geral promoviam
efeitos fisiologicos benéficos com relagdo ao metabolismo lipidico (fragdo soluvel),
daquelas fragcdes que sendo pouco fermentadas melhoravam o transito intestinal
(fragdo insoluvel). No entanto, propde-se que a separagao das fracdes em soluveis ¢

insoliveis ndo ¢ muito distinta quimicamente, uma vez que depende das condigdes
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de extragdo. Com base nesta problematica, a junta de experts da Conferéncia sobre
Carboidratos e Nutricdo Humana organizada pela FAO e OMS (1998) sugeriu que os
termos fibra soltuvel e insoluvel, apesar de serem amplamente utilizados, fossem
gradualmente colocados em desuso, uma vez que ndo se pode necessariamente
atribuir efeito fisioldgico caracteristico de uma determinada fragdo apenas pela sua

determinag@o quimica em fibra solivel ou insoltivel em agua.

Alguns trabalhos destacam que alimentos com mesmo teor de fibras soluveis,
mas com graus de polimeriza¢do ou metoxila¢do diferentes (no caso de pectinas, por
exemplo), promovem efeitos também distintos in vivo. EVANS e col. (1992)
observaram trés galactomanas com diferentes razdes de galactose/manose,
observando que esta propor¢do influenciou no grau de efeito hipercolesterolemiante,
bem como producdo de AGCC. Pectinas com diferentes graus de metilagdo e pesos
moleculares, influenciaram as concentragdes e composi¢do intestinal e fecal de

esterdis em ratos (DONGOWSKI e LORENZ, 2003).

5.3 METABOLISMO LIPIDICO

Nao foram observadas diferencas significativas no colesterol plasmatico total
entre os grupos Linhaga e Amaranto, quando comparados ao grupo Controle.
Entretanto, verificaram-se alteracdes nas fragcdes lipoprotéicas com aumento dos
valores de HDL-colesterol para os grupos Linhaga e Amaranto, 10,5 ¢ 17,3%,

respectivamente, em relagdo ao grupo Controle, sem diferengas estatisticamente
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significativas em relagdo ao grupo Referéncia (Tabela 6). Resultados semelhantes
foram obtidos por outros autores. Com a administracdo de diferentes concentragdes
de extrato de chicoéria e inulina, KIM e SHIN (1998) nao observaram diferenca nos
valores de colesterol total, porém aumento da fragdo HDL-c em ratos.
DONGONSKY e col. (2002) em experimento com cevada, utilizando ratos com
niveis plasmaticos de lipideos normais, também ndo observaram alteracdes nos
niveis de colesterol total e fragdes. APRIKIAN e col. (2003) em estudo com ratos
hipercolesterolemizados, também ndo observaram diferengas no colesterol total (ndo
sdo referidas as fracdes no trabalho), em estudo com um grupo de animais
alimentados com extrato de fibra de maca, e outro com polifendis de maga.

O efeito hipocolesteromico observado em estudos com fibras alimentares esta
intimamente relacionado com o grau de hipercolesterolemia induzida, porcentagem
de adicao de colesterol, presenca ou auséncia de acido colico, a quantidade de FA
utilizada, e ao modelo e espécies de animais envolvidos (KIM e SHIN, 1998), bem
como diferentes mecanismos de acdo entre as FAs (GALLAHER e col., 1993).
Quanto maior o aumento de hipercolesterolemia induzida nos animais, ou em caso de
humanos o grau de hipercolesterolemia pré-existente, maiores sdo os percentuais de
queda do colesterol plasmatico ou sérico, onde a magnitude da resposta ¢
inversamente relacionada ao grau inicial de colesterolemia (BAKHIT e col., 1993;
HILLMAN e col., 1985; KIM e SHIN 1998). Neste trabalho com a adi¢ao de 0,5%
de colesterol as ragdes, obteve-se apenas 18% de incremento nas concentragdes de
colesterol total para o grupo Controle (Tabela 6).

No presente trabalho optou-se por estudar o comportamento da FA dos graos

de linhaga e amaranto sem extrair-se a fragdo solivel, pois teve-se a intengdo de
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investigar um possivel efeito funcional da recomendacio do consumo destes graos na
alimentacdo. As inferéncias quanto ao aumento da fracdo HDL-colesterol observadas
no modelo utilizado, ndo podem ser diretamente relacionadas com o metabolismo
humano (WILLIAN e col., 1976). Os efeitos hipercolesterolemiantes atribuidos as
FAs, na literatura, sdo relacionados principalmente as fragdes soluveis, as quais
representam 33% e 10% respectivamente, do total de fibra adicionada as dietas
Linhaga e Amaranto, neste experimento. Esta modesta quantidade de fibra soluvel
pode ndo ter sido suficiente para a ndo reducao do colesterol plasmatico.

Apesar da extensa utilizacdo de ratos para a investigagdo do metabolismo
lipidico, se reconhece que outros modelos animais como hamsters e coelhos sdo mais
recomendados, uma vez que apresentam perfil de lipoproteinas e reagem a uma dieta
hipercolesterolemizante mais semelhantemente ao homem.

Um dos objetivos deste trabalho foi a investigagdo de parametros
fermentativos, e para isso, a utilizacdo de animais que apresentam mecanismos para
digestao intestinal, mesmo que parcial das FAs, ndo era conveniente. Nos hamsters o
estomago ¢ separado em duas partes, sendo que ja foram observados AGCC no
conteudo da primeiro estomago, e desse modo, sugere-se que possa haver
fermentag@o bacteriana no estdmago tal como ocorre no ramen (HOOVER e col.,
1969).

Dentre os mecanismos propostos para esclarecer a capacidade das fibras
soluveis em reduzir o colesterol plasmatico, dois se destacam. O primeiro sugere que
as FAs soltiveis aumentam a viscosidade do limen intestinal, inibindo a reabsorcao
de colesterol e 4cidos biliares, sendo excretados nas fezes. Isto, por sua vez estimula

a sintese de acidos biliares utilizando colesterol do pool, e consequentemente
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observa-se a reducdo do colesterol plasmatico. O outro mecanismo sugere que 0
efeito hipercolesterolemiante pode também estar relacionado a fermentagdo das FAs
soluveis pela flora colonica no intestino grosso. Os AGCC produzidos, em especial o
acido propidnico, carreados pela veia porta, seriam responsaveis pela supressdo da
sintese de colesterol hepatico (WONG e col., 2006).

Considerando os resultados do presente estudo, observa-se que para a FA da
linhaga a absorg¢do de colesterol e acidos biliares ndo se alterou, uma vez que nao foi
observada maior excre¢do fecal dos mesmos. Estes dados sugerem que a capacidade
viscosa da FA da linhaga, ou a quantidade presente (33% de fibra solivel no total de
fibra da dieta), ndo foram suficientes para seqiiestrar o colesterol e acidos biliares no
Iimen coldnico dos ratos. E em decorréncia da reabsorcdo de acidos biliares e
colesterol no lumen intestinal, esta FA nao foi eficiente para promover a queda no
colesterol plasmatico.

Por outro lado, foi observado aumento de 103% na concentragdao de AGCC,
em relagdo ao grupo Controle (Figura 6), ¢ redugdo do colesterol total hepatico
(Tabela 7), sugerindo que o acido propidnico possa ter favorecido a supressdo da
sintese de colesterol hepatico no grupo Linhaga.

Viarios autores propdem que o acido propidnico afeta o metabolismo dos
tecidos periféricos ¢ inibe a sintese de colesterol hepatico. WRIGHT e col., (1990)
verificaram o efeito do acido propionico na sintese de lipideos nos hepatdcitos de
ratos, observando que ele inibiu a sintese de colesterol e acidos graxos. HARA e col.
(1999) em estudo ratos que receberam uma mistura dos acidos butirico, propionico ¢
acético na forma de sais de sodio, observaram menor sintese de colesterol hepatico

com a administragdo de AGCC, acompanhado de queda no colesterol plasmatico.
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CHEN e col. (1984) e VENTER e col. (1990) observaram reducao dos lipideos
séricos e hepaticos em ratos alimentados com &cido propionico (0,5% e 2% de
propionato de sddio, respectivamente). LEVRAT e col. (1991), e MOURAND e col.
(1992) observaram que inulina e amido resistente, respectivamente, apresentavam
efeito hipercolesterolemiante apesar destas FAs alimentares ndo serem viscosas, €
atribuiram este efeito a uma possivel acdo do acido propidnico, uma vez que estas
fragdes sdo amplamente fermentadas. MOUNDRAS e col. (1995) observaram em
estudo com ratos, que receberam colestiramina (resina com grande capacidade
sequestrante de 4cidos biliares) e P-ciclodextrina (oligossacarideos amplamente
fermentado no cdlon), que a colestiramina foi mais efetiva na excrecdo de acidos
biliares nas fezes, Todavia o grupo B-ciclodextrina, apesar de promover menor
excrecao de acidos biliares, apresentou maior efeito hipocolesterolemiante. Os
autores sugerem que houve um efeito sinérgico entre a excrecdo de acidos biliares e
alta producdo de AGCC, em especial o acido propidnico, que inibe a sintese de
colesterol hepatico.

No entanto, as investigacdes ainda ndo sdo conclusivas quanto ao real papel
do 4cido propidnico sobre o metabolismo lipidico. LEVRAT e col. (1994)
observaram em estudo com ratos que a administracdo de altas doses de acido
propidnico ndo foi suficiente para conter a inducdo da HMG-CoA redutase,
sugerindo que as perdas fecais de &cidos biliares representam o principal papel no
efeito hipercolesterolemiante dos carboidratos indigeriveis. NISHINA ¢ FREELAND
(1990) também nao observaram inibicdo da sintese de HMG-CoA redutase pela acao

do acido propidnico em hepatdcitos isolados in vitro.
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Outros autores também observaram queda do colesterol hepatico, sem
alteracdo significativa do colesterol plasmatico para farelo de aveia e fibra de soja,
atribuindo estes efeitos intermediarios ao fato destas fragdes apresentarem tanto fibra
soltivel como insoluvel na sua composicdo (ANDERSON e col., 1994). Tal como as
fibras de linhaga e amaranto.

Maiores esclarecimentos sobre o provavel efeito hepaprotetor da producao de
acido propiodnico pela fermentacdo da FA da Linhaga, poderiam ser melhor avaliados
pela investigagdo das taxas de sintese de esterodis hepaticos

O grupo Amaranto nao apresentou queda no colesterol hepatico, apenas o teor
de lipideos totais foi menor que o do grupo Controle. KIM e SHIN (1998), e
VANHOOF e De SCHRIJVER (1995) também nao observaram queda do colesterol
hepatico com administragdo de extrato de chicéria e inulina em ratos, o contrario do
observado com pectinas e goma guar (ANDERSON e col.,1994).

No grupo Amaranto foi observada maior excrecdo de colesterol e menor
excregdo de acidos biliares nas fezes em relagdo ao grupo Controle sem, no entanto,
verificar-se efeito hipercolesterolemiante. Destaca-se a queda do teor de excregdo de
acidos biliares nas fezes.

A sintese de colesterol e acidos biliares no figado estd envolvida em um
complexo mecanismo molecular, sendo que a conversdo hepatica do colesterol em
acidos biliares ¢ o caminho predominante para a excrecdo de colesterol em
mamiferos. A maior parte dos 4cidos biliares excretados no intestino ¢ reabsorvida
(principalmente no ileo e em menor extensdo no intestino grosso), € por este motivo
¢ baixa a excrecdo de acidos biliares nas fezes. O aumento da excrecao de acidos

biliares estd relacionado a diferentes mecanismos que levam a uma interrupgao
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parcial da sua circulacdo entero-hepatica (MOUNDRAS e col 1996). A queda da
excrecao dos acidos biliares no grupo Amaranto em relacdo ao grupo Controle, ndo €
usualmente observada na literatura cientifica, uma vez que os -efeitos
hipercolesterolemiantes das fibras alimentares frequentemente estdo associados a
uma possivel aceleragdo da oxidacdo do colesterol pela inducdo da colesterol 7a-
hidroxilase, enzima limitante da taxa de sintese de acidos biliares no figado, em
resposta a menor reabsor¢do de acidos biliares (DONGOWSKI e col. 1999).

MENDONCA (2006), em estudo com hamsters também observou menor
excrecdo de acidos biliares nas fezes do grupo que recebeu isolado protéico de
amaranto em relacdo ao grupo Controle, com concomitante reducdo do colesterol
plasmatico e maior excrecdo fecal de colesterol Em estudo com pectina de maga,
APRIKIAN e col. (2003) observaram comportamento semelhante ao da fibra do
amaranto extrusado, onde houve aumento da excre¢do de colesterol nas fezes,
reducdo da excrecao de acidos biliares, e nenhuma alteracdo no colesterol plasmatico
em relacdo ao grupo Controle.

CARR e col. (2003) avaliaram fibras alimentares com diferentes graus de
viscosidade em ratos e hamsters, e apesar das altas viscosidades observadas nos
conteudos intestinais, foi observada redugdo da excrecdo de acidos biliares nas fezes.
LEVRAT e col. (1994 e 1991) observaram menor excrecdo de acidos biliares em
ratos alimentados com inulina. Nestes casos (CARR e col, 2003; LEVRAT e col.,
1994 ¢ 1991) apesar da redugao na excrecdo de acidos biliares nas fezes, foi
observado efeito hipercolesterolemiante com as dietas administradas. Estes dados
mostram que os estudos para a avaliacdo dos mecanismos pelos quais as FA reduzem

o colesterol plasmatico e hepatico ainda sdo inconsistentes e conflitantes.
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Alguns autores sugerem que o aumento da excreg¢do de acidos biliares e perfil
qualitativo dos ester6is nas fezes estdo intrinsecamente relacionados com a
fermentagdo de carboidratos ndo digeriveis no colon. DONGOWSKY e LORENZ,
(2003) observaram maior excre¢do de acidos biliares e esterdis neutros em animais
convencionais quando comparados com animais tratados com antibioticos (germ
free). Considerando-se os resultados observados para o grupo Amaranto, a ausé€ncia
de efeito hipercolesterolemiante e reducdo da excrecdo de acidos biliares, sugere-se
que apesar do aumento da produgdo de acidos graxos, 80,4% a mais de acido
propidnico em relacdo ao grupo Controle, e diminuicdo de pH coldnico, ndo houve
suficiente estimulo para que se afetasse a solubilidade dos acidos biliares no limen
intestinal, ¢ sua excre¢do fosse aumentada. Outro fator pode ser a baixa viscosidade
da FA do grao de amaranto no cdlon.

Os resultados observados por DANZ e LUPTON (1992) sdo justamente
opostos aos observados no presente trabalho. Em estudo com ratos (Sprague Dawley)
alimentados com 8% de suplemento de fibra de amaranto (Amaranthus cruentus L.)
(sendo que deste suplemento 17% sdo representados por FA) relatam redugdo de
24% e 28% no colesterol plasmatico e hepatico, respectivamente, nenhuma reducao
de pH e aumento da éarea do ceco. Estes dados sdo conflitantes ao encontrados no
presente estudo, e confundem ainda mais a investigacdo dos efeitos das FAs
alimentares do grao de amaranto, bem como os mecanismos fisioldgicos envolvidos.
Sugere-se que a pequena concentracdo de fibra alimentar presente na dieta dos
animais (DANZ ¢ LUPTON, 1992), que representa 1,36 % do total (17% dos 8% de
suplemento FA alimentar adicionado a dieta) ndo permitiu a observacao de efeitos

fisiologicos fermentativos como alteracdes no pH coldnico e aumento da area do
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ceco. Desconhecem-se outros autores que estudaram caracteristicas semelhantes das
FAs do grao de amaranto.

Varios autores atribuem efeito hipercolesterolemiante ao grio de amaranto,
através de estudos conduzidos com animais, tanto com o grao integral, como com o
estudo de suas fracdes. QURESHI e col. (1996) em estudo com galinhas que
receberam ragdes com grdo de amaranto integral, estourado (popped) e o6leo de
amaranto, observaram redu¢do do colesterol sérico e LDL-colesterol (10-30% ¢ 7 a
70%, respectivamente), sem alteragdo da fragdo HDL-colesterol. Os autores sugerem
que este efeito estd relacionado a tocotriendiss e esqualeno. MENDONCA (2006)
observou que o isolado protéico de amaranto promoveu queda no colesterol total
plasmatico de hamsters. PLATE e AREAS (2002) verificaram que o grio extrusado
desengordurado promoveu queda no colesterol plasmatico em coelhos, porém ndo
observaram efeito hipercolesterolemiante nos animais alimentados com a fragdo
lipidica do grao. Dentro das condi¢des do presente trabalho, a administragdo de 7%
de FA do grao de amaranto em ratos ndo promoveu queda no colesterol plasmatico,
sugerindo que frente aos estudos atuais o efeito hipercolesterolemiante observado
para o grao de amaranto parece estar relacionado a fragdo protéica, sendo que os
dados hipercolesterolemiantes relacionados a fracdo lipidica ainda sdo inconclusivos.

A titulo de comparagdo, o grao de soja apresenta em média 20 % de FAs,
todavia, a proteina de soja e isoflavonas sdo mais fortemente relacionados ao efeito
hipercolesterolemiante da soja. Vdarios estudos corroboram os efeitos
hipercolesterolemiantes da proteina de soja (ANDERSON e col., 1995; CARROL ¢
KUROWSKA, 1995) tanto que a Food and Drug Administration, norte-americana

aprovou o isolado protéico de soja como alimento funcional, considerando que o
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consumo de 25g ao dia, aliados a uma dieta pobre em gorduras saturadas e colesterol,
contribui para a reducdo do colesterol sérico (FDA, 1999). Apesar de ser observado
efeito hipercolesterolemiante para a fibra de soja, este ndo é expressivo (ADAM e
col., 1994; BAKHIT e col., 1994). Em estudo com individuos hipercolesterolémicos,
a utilizagdo de dietas com isolado protéico de soja e isolado protéico com FA de soja,
ndo promoveu maior efeito hipercolesterolemiante para a dieta adicionada de FA
(BAKHIT e col. 1994).

A linhaga ¢é considerada um alimento funcional que recentemente vem
ganhando atencdo, dentre outras situagdes, na prevengdo do risco cardiovascular.
Dentre os mecanismos que estdo associados a esta protecdo estdo a redugdo do
colesterol sérico, da agregagdo plaquetaria, modulacdo de marcadores inflamatorios;
melhora da tolerancia da glicose; e acdo antioxidante. BLOEDON e col. (2004) em
revisdo levantaram estudos que demonstram que a linhaga esta envolvida em varios
destes mecanismos, especialmente pela presenga na sua constituicdo de: acido a-
linol€ico, lignanas e fibra solivel. Sugere-se que a acdo do acido a-linoléico esteja
relacionada a sua interferéncia na producdo de eicosandides (prostaglandinas E2,
tromboxanos Ax2 e leucotrienos B4) que sdo pro-inflamatdrios e pro- agregatorios
plaquetarios (KINSELLA e col.,, 1990). PRASAD e col. (1999) sugerem que as
lignanas apresentem acao direta sobre a reducdo do colesterol.

A maioria dos estudos para avaliar o comportamento do grdo de linhaga no
metabolismo lipidico foi realizada com o grao integral (moido ou ndo), sendo
observados efeitos modestos na reducdo do colesterol, em humanos e animais, com
pouco ou nenhum efeito nas fragdes HDL-colesterol e triglicérides (PELLIZZON e

col., 2007; LEMAY e col., 2002; LUCAS e col., 2002; CLARK e col., 2001;1995;
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ARIJMANDI e col.,, 1998; CUNNANE e col., 1995, 1993;BIEREBAUM ¢ col.,
1993).

Em estudo com mulheres apds a menopausa, que consumiram muffins com
50g de farinha de linhaga parcialmente desengordurada (sem acido o-linol€ico),
JENKINS e col. (1999) observaram reducdo do colesterol (-4,6 %) e LDL (-7,6%),
atribuindo este efeito a presenga de FA e lignanas. PRASAD e col. (1998) em estudo
com coelhos, alimentados com dieta hipercolesterolemiante (1% de colesterol) e
linhaga parcialmente desengordurada (porém com quantidade de lignanas semelhante
a da farinha integral) observaram redugdo no colesterol sérico e LDL-colesterol.
Estudo posterior avaliou a administragdo de 15mg/kg de lignanas em coelhos
hipercolesterolemizados, observando expressivos resultados no perfil lipidico com
redugdo do colesterol total, LDL-colesterol e aumento da HDL-colesterol (-33%, - 35
e + 140%, respectivamente) (PRASAD e col.,1999).

Apesar do ndo conhecimento das diferentes fragdes que compdem as FAs dos
grdos de linhaca e amaranto, levanta-se nesse trabalho o julgamento que a agdo
fisiologica de uma fracdo indigerivel no trato gastrintestinal superior, ndo deve ser
presumida unicamente com base na mensuracdo das fragdes solivel e insolavel por
andlises de quantificagdes quimicas in vitro. As andlises quimicas sdo muito
importantes e permitem compreender diferentes comportamentos das fibras
alimentares, além de comporem as tabelas de composicdo dos alimentos,
contribuindo com o trabalho de profissionais de saude na escolha dos alimentos.
Todavia, certas atribuigdes de causa e efeito devem ser feitas com cautela, uma vez

que a matriz da FA ¢ muito complexa.
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Considerando o observado no presente estudo, reconhece-se que a linhaga
apresenta alto teor de fibra soluvel, todavia, esta fibra solivel ndo foi eficiente no
seqliestro de colesterol e acidos biliares no lumen intestinal, e ndo reduziu a
colesterolemia. Por outro lado, a FA do grdo de amaranto, apesar de apresentar
pequena quantidade de fibra soluvel (10% do total de FA), foi fermentada pela flora
colonica promovendo significativo aumento da produ¢do de AGCC em quantidades

semelhantes a FA da linhaca.
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6 CONCLUSOES
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As fibras alimentares dos graos de linhaca e amaranto foram parcialmente
fermentadas pela flora intestinal coldnica.

O trofismo observado no ceco provavelmente estd relacionado ao crescimento
saudavel dos colondcitos pela utilizagdo do butirato produzido pela fermentagdo
coldnica, que contribui para a promog¢do de uma mucosa mais resistente a patdogenos
e carcindgenos.

O significativo aumento do peso das fezes umidas evidencia a capacidade de
retengdo de agua destas fracdes, parametro este relacionado com a melhora da
velocidade do transito intestinal e laxacdo. A fibra de amaranto, além do aumento em
peso das fezes umidas, também favoreceu o aumento de peso das fezes secas,
sugerindo aumento da flora bacteriana, decorrente da fermentacao coldnica.

Em relag@o ao total de FA mensurado, o grau de fermentabilidade das FAs
dos graos de amaranto e linhaca ndo se relacionaram com os valores previamente
determinados para a fracdo FA soluvel, respectivamente. Dentro deste contexto, ndo
se mostra adequado presumir o efeito fisioloégico das FAs somente pela avaliagdo dos
teores das fragdes soluveis e insoliveis mensuradas quimicamente.

Nao foi observada agao hipocolesterdlemica promovida pelas FA dos graos
de linhaca e amaranto nas condi¢des utilizadas. A FA da linhaca ndo se mostrou
capaz de seqiiestrar os acidos biliares e colesterol do limen intestinal. Com relagao a
fibra do grio de amaranto, se desconhecem os mecanismos que promoveram O

aumento da excrecdo de colesterol e diminuigdo de acidos biliares nas fezes.
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A reducdo do colesterol hepatico observada no grupo Linhaca pode estar
relacionada a “hipotese do propionato”, uma vez que houve aumento da producao

colonica deste.
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ANEXO II — Adaptagao das gaiolas para coleta das fezes

1° Piso 2° Piso

Gaiola Completa



ANEXO III - Extrusora de Laboratério RXPQ-Labor24
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ANEXO IV — Verificagcdo da normalidade das variaveis pelo de teste de Komogorov

Smirnov.
Varidvel valor de p
Ganho de peso dos animais(g) 0,440
Consumo da dieta (g) 0,552
Consumo médio diario da dieta (g) 0,710
Cociente de Eficiéncia Alimentar(CEA) 0,674
Peso do ceco completo (g) 0,591
Peso do ceco vazio (g) 0,185
Peso do contetido do ceco (g) 0,532
pH do contetdo do ceco 0,274
Acido acético (mmol/ceco) 0,782
Acido propidnico (mmol/ceco) 0,499
Acido butirico (mmol/ceco 0,918
Total de AGCC (mmol/ceco) 0,800
Consumo de FA (g/4dias) 0,948
Peso das fezes dessecadas (g/4dias) 0,483
Peso das fezes imidas (g/4dias) 0,356
Colesterol total (mg/dl) 0,666
Triglicérides (mg/dl) 0,999
HDL-c (mg/dl) 0,849
Nao HDL-c (mg/dl) 0,992
Peso do figado (g/100g peso corporal) 0,150
Lipideos hepaticos (mg/peso de figado) 0,838
Colesterol hepatico (mg/peso do figado) 0,789
Colesterol nas fezes (mg/4dias) 0,356
Acidos biliares nas fezes (umol/4dias) 0,557

Quando p> 0,05 a variavel segue a distribui¢ao normal na populagéo estudada.



ANEXO V- Correlagdo de Pearson e significancia entre variaveis dos parametros fermentativos dos animais do grupo Referéncia,

Ceco completo

Parede do ceco

pH (@/100gpeso  (z/100gpeso  Lxcido Acido Acido ) GeC Total  Consumo FA  UmMidadenas - Peso das
acético propidnico butirico fezes fezes secas
corporal) corporal)
Ceco completo (g/100g peso 0.048
corporal) ’
(0,902)
Parede do ceco (g/100g peso 0.053 0.183
corporal) ? ’
(0,892) (0,569)
Acido acético (mmol/ceco) 0,420 0,516 0,267
(0,260) (0,105) (0,427)
Acido propiénico (mmol/ceco) -0,780 0,531 0,313 0,913
(0,022) (0,141) (0,412)  (0,001)
Acido butirico (mmol/ceco) 0,617 0,364 0,157 0,171 0,378
(0,103) (0,301) (0,665)  (0,637) (0,356)
AGCC Total (mmol/ceco) 0,214 0,576 0,293 0,879 0,926 0,266
(0,610) (0,081) (0,411)  (0,001) 0,001)  (0,458)
Consumo FA (g/4dias) 0,109 -0,158 0,193 0,529 0,342 -0,862 0,224
(0,862) (0,736) (0,678)  (0,280) 0,573)  (0,060) (0,717)
Umidade das fezes (%) 0,185 0,061 0,343 -0275 -0,169 0,049 0,236 0,040
(0,633) (0,851) 0,275)  (0,413) 0,664)  (0,893) 0,512) (0,932)
Peso das fezes secas (g/4 dias) 0,514 0,250 0,463 0,362 0,014 0,452 0,325 0,996 0,013
(0,157) (0,433) (0,130)  (0,274) 0,972)  (0,190) (0,359) (0,000) (0,968)
Peso das fezes imidas (g/4dias) 0,509 0,236 0219 0,106 0,135 0,359 0,162 0,734 0,537 0,832
0,162) (0,460) (0,494)  (0,756) 0,728)  (0,308) (0,654) (0,061) (0,072) (0,001)

Entre parénteses sdo apresentados os valores de p



ANEXO VI - Correlagdo de Pearson e significancia entre variaveis dos parametros fermentativos dos animais do grupo Controle.

Ceco completo Parede do 0 A (
P ceco (g/100g Acido Acido Acido AGCC Consumo Umidade Peso das fezes
pH (g/100g peso " T "
peso acético propidnico butirico Total FA nas fezes secas
corporal) corporal)
Ceco completo (g/100g peso 0.126
corporal) ’
(0,696)
Parede do ceco (g/100g peso 0.131 0315
corporal)
(0,685) (0,319)
Acido acético (mmol/ceco) 0,122 0,141 0,155
(0,705) (0,662) (0,631)
Acido propiénico (mmol/ceco) 0,168 0,206 0,126 0,086
(0,642) (0,568) (0,730) (0,814)
Acido butirico (mmol/ceco) 0,053 0,177 0,115 0,753 0,335
(0,878) (0,603) (0,737) (0,007) (0,378)
AGCC Total (mmol/ceco) -0,133 -0,480 0,726 0,506 0,300 0,844
(0,732) (0,191) 0,027)  (0,164) (0,433) (0,004)
Consumo FA (g/4dias) -0,294 0,042 -0,195 0,073 0,800 -0,254 -0,903
(0,572) (0,938) (0,711) (0,891) (0,200) (0,680) (0,283)
Umidade das fezes (%) 0,394 0,406 0,498 0,421 0,146 0,783 -0,896 0,114
(0,205) (0,190) (0,100)  (0,173) (0,687) (0,004) (0,001) (0,830)
Peso das fezes secas (g/4 dias) 0,071 0,021 0213 -0,173 0,269 -0,400 -0,580 0,991 0,452
(0,826) (0,949) (0,505)  (0,590) (0,453) (0,223) (0,102) (0,000) (0,140)
Peso das fezes Gimidas (g/4dias) 0,179 0,192 0379 <0310 0,132 -0,660 0,826 0,971 0,758 0,922
(0,577) (0,550) (0,225) (0,326) (0,716) (0,027) (0,006) (0,001) (0,004) (0,000)

Entre parénteses sdo apresentados os valores de p



ANEXO VII - Correlagdo de Pearson e significancia entre variaveis dos parametros fermentativos dos animais do grupo Linhaga.

Ceco completo Parede do . A (
pH (2/100g peso ceco (g/100g Agfio Aqidq Acrl(.io AGCC Total Consumo Umidade nas  Peso das fezes
peso acético propidnico butirico FA fezes secas
coporal)
corporal)
Ceco completo (g/100g peso 0.533
corporal) ’
(0,091)
Parede do ceco (g/100g peso 0.073 0.442
corporal ) ’ ’
(0,832) (0,150)
Acido acético (mmol/ceco) 0,007 0,198 0,325
(0,983) (0,538) (0,302)
Acido propiénico (mmol/ceco) 0,167 0,002 0,127 0,464
(0,645) (0,996) (0,709) (0,151)
Acido butirico (mmol/ceco) 0,386 0,382 0,393 0,637 0,540
(0,271) (0,246) (0,232) (0,035) (0,107)
AGCC Total (mmol/ceco) 0,383 0,304 0,410 0,928 0,654 0,974
(0,310) (0,394) (0,239) (0,000) (0,040) (0,000)
Consumo FA (g/4dias) -0,132 0,675 -0,483 0,345 -0,280 0,377 0,285
(0,734) (0,032) (0,158) (0,328) (0,466) (0,318) (0,493)
Umidade das fezes (%) 0,433 -0,529 -0,035 0,088 0,124 0,015 -0,003 0,236
0,211) (0,095) (0,918) (0,798) (0,733) (0,968) (0,995) (0,542)
Peso das fezes secas (g/4 dias) -0,038 -0,469 0,142 0,244 -0,210 0,343 0,244 0,939 0,210
0,912) (0,124) (0,660) (0,445) (0,536) (0,302) (0,496) (0,000) (0,536)
Peso das fezes Gimidas (g/4dias) -0,290 -0,614 -0,095 0,348 0,258 0,434 0,439 0,712 0,784 0,755
(0,416) (0,044) (0,781) (0,295) (0,471) (0,210) (0,238) (0,031) (0,004) (0,007)

Entre parénteses sdo apresentados os valores de p



ANEXO VIII - Correlagdo de Pearson e significancia entre variaveis dos pardmetros fermentativos dos animais do grupo Amaranto.

90

Ceco Parede do ) . )
pH completo ceco (g/100g A(lzlfio A(?{d(? Acrl(.io AGCC Total Consumo Umidade Peso das fezes
(g/100g peso peso acético propidnico butirico FA nas fezes secas
corporal) corporal)
Ceco completo (g/100g peso 0.151
corporal) ’
(0,658)
Parede do ceco (g/100g peso 20,074 0,660
corporal)
(0,829) (0,020)
Acido acético (mmol/ceco) 0,536 0,452 0,386
(0,137) (0,190) (0,271)
Acido propiénico (mmol/ceco) 0,650 0,091 0,010 0,813
(0,081) (0,815) (0,980) (0,008)
Acido butirico (mmol/ceco) -0,607 0,490 0,305 0,423 0,307
(0,110) (0,181) (0,425) (0,257) (0,460)
AGCC Total (mmol/ceco) -0,892 0,017 0,206 0,777 0,873 0,682
(0,007) (0,969) (0,624) (0,023) (0,005) (0,062)
Consumo FA (g/4dias) 0,115 -0,401 -0,604 -0,521 -0,045 -0,103 -0,114
(0,786) (0,285) (0,085) (0,151) (0,915) (0,808) (0,808)
Umidade das fezes (%) 0,194 0,107 0,040 0,084 0,532 0,114 0,426 0,012
(0,568) (0,740) (0,902) (0,817) (0,140) (0,771) (0,292) (0,975)
Peso das fezes secas (g/4 dias) -0,258 -0,558 -0,656 -0,362 -0,190 0,151 -0,091 0,828 -0,123
(0,444) (0,060) (0,021) (0,304) (0,624) (0,699) (0,831) (0,006) (0,703)
Peso das fezes Gimidas (g/4dias) -0,191 0,592 -0,584 -0,247 0,104 0,041 0,145 0,721 0,374 0,868
(0,574) 0,043 (0,046) (0,491) (0,791) (0,916) (0,731) (0,028) (0,231) (0,000)

Entre parénteses sdo apresentados os valores de p



ANEXO IX - Correlagdo de Pearson e significincia entre variaveis dos parametros fermentativos ¢ metabolismo lipidico dos animais do
grupo Referéncia.

Acido acético Acido Acido butirico Total Acidos Peso do figado  Colesterol total HDL Nao HDL Colesterol fezes
(mmol/ceco) propidnico (mmol/ceco) graxos (g/100 g de (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mg/4 dias)
(mmol/ceco) (mmol/ceco) peso do animal)
Acido propionico 0,913
(mmol/ceco)
(0,001)
Acido butirico (mmol/ceco) 0,171 0,378
(0,637) (0,356)
. 7
Total Acidos graxos 0,879 0,926 0.266
(mmol/ceco)
(0,001) (0,001) (0,458)
Peso do figado (g/100 g de 0,046 0,105 0,319 0,348
peso do animal)
(0,899) (0,805) (0,402) (0,359)
Colesterol Total (mg/dl) -0,044 -0,062 0,260 0,115 -0,125
(0,897) (0,874) (0,469) (0,752) (0,715)
HDL (mg/dl) 0,181 -0,092 0,278 0,165 0,136 0,009
(0,594) (0,815) (0,437) (0,649) (0,690) (0,979)
Néo HDL (mg/dl) -0,082 -0,047 0,197 0,078 -0,153 0,978 -0,200
(0,810) (0,905) (0,586) (0,831) (0,653) (0,000) (0,533)
Colesterol fezes (mg/4dias) -0,099 -0,173 -0,737 -0,155 0,454 0,279 -0,731 0,427
(0,833) (0,743) (0,059) (0,740) (0,306) (0,504) (0,040) (0,292)
Acidos biliares fezes -0,249 -0,621 -0,288 -0,297 0,256 0,180 0,329 0,115 0,292
(umol/4dias)
(0,460) (0,074) (0,420) (0,404) (0,448) (0,575) (0,297) (0,722) (0,482)

Entre parénteses sdo apresentados os valores de p



ANEXO X - Correlagdo de Pearson e significancia entre varidveis dos parametros fermentativos e metabolismo lipidico dos animais do
grupo Controle.

Acido acético Acido Acido butirico Total Acidos Peso do figado  Colesterol total HDL Nao HDL Colesterol fezes
(mmol/ceco) propidnico (mmol/ceco) graxos (g/100 g de (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mg/4 dias)
(mmol/ceco) (mmol/ceco) peso do animal)
Acido propionico -0.086
(mmol/ceco) ’
0,814)
Acido butirico (mmol/ceco) 0,753 0,335
(0,007) (0,378)
Total Acidos graxos 0.506 0.300 0,844
(mmol/ceco)
(0,164) (0,433) (0,004)
Peso do figado (¢/100 g de -0,309 -0,136 -0,581 0,666
peso do animal)
(0,418) (0,770) (0,131) (0,148)
Colesterol Total (mg/dl) -0,081 0,374 0,121 0,310 -0,416
(0,813) (0,321) (0,740) (0,455) (0,305)
HDL (mg/dl) 0,073 0,242 0,173 0,104 0,106 0,508
(0,842) (0,563) (0,657) (0,824) (0,802) (0,163)
Néo HDL (mg/dl) 0,094 -0,496 0,106 0,378 -0,450 0,992 0,395
(0,809) (0,257) (0,803) (0,459) 0,311) (0,000) (0,293)
Colesterol fezes (mg/4dias) 0,214 0,880 0,459 0,276 0,112 -0,723 -0,508 -0,847
0,611) (0,021) (0,300) (0,653) (0,810) (0,043) (0,244) (0,016)
Acidos biliares fezes 0,421 0,081 -0,652 0,815 0,558 0,252 0,081 0,288 -0,188
(umol/4dias)
0,173) (0,823) (0,030) (0,007) (0,119) (0,455) (0,825) (0,452) (0,656)

Entre parénteses sdo apresentados os valores de p



ANEXO XI - Correlagdo de Pearson e significancia entre variaveis dos parametros fermentativos ¢ metabolismo lipidico dos animais do
grupo Linhaga,

Acido acético Acido Acido butirico Total Acidos Peso do figado  Colesterol total HDL Nao HDL Colesterol fezes
(mmol/ceco) propidnico (mmol/ceco) graxos (g/100 g de (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mg/4 dias)
(mmol/ceco) (mmol/ceco) animal)
Acido propionico 0,464
(mmol/ceco)
(0,151)
Acido butirico (mmol/ceco) 0,637 0,540
(0,035) (0,107)
Total Acidos graxos 0,928 0,654 0,974
(mmol/ceco)
(0,000) (0,040) (0,000)
Peso do figado (¢/100 g de -0,420 0,013 0,057 -0,231
peso do animal)
(0,227) 0,973) (0,883) (0,582)
Colesterol Total (mg/dl) 0,382 0,251 0,274 -0,401 0,075
(0,221) (0,456) (0,416) 0,251) (0,837)
HDL (mg/dl) 0,031 -0,077 0,077 -0,093 0,331 -0,030
(0,923) (0,822) (0,822) (0,798) (0,349) (0,927)
Nao HDL (mg/dl) 0,415 -0,370 0,299 -0,449 0,087 0,979 0,136
(0,179) (0,263) 0,371) (0,193) 0,811) (0,000) 0,674)
Colesterol fezes (mg/4dias) 0,315 0,096 0,126 0,294 0,231 -0,153 0,093 -0,155
(0,375) (0,806) (0,746) (0,480) (0,551) 0,673) (0,798) (0,668)
Acidos biliares fezes 0,276 0,137 0,366 0,315 0,096 0,046 0,270 0,095 0,214
(umol/4dias)
(0,385) (0,688) (0,268) (0,375) (0,792) (0,887) (0,395) (0,769) (0,553)

Entre parénteses sdo apresentados os valores de p



ANEXO XII- Correlagdo de Pearson e significancia entre variaveis dos parametros fermentativos ¢ metabolismo lipidico dos animais

do grupo Amaranto.

Acido acético Acido Acido butirico Total Acidos Peso do figado ~ Colesterol total HDL Nio HDL Colesterol fezes
(mmol/ceco) propidnico (mmol/ceco) graxos (g/100 g de peso (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mg/4 dias)
(mmol/ceco) (mmol/ceco) do animal)
Acido propionico 0.813
(mmol/ceco) ’
(0,008)
Acido butirico 0.423 0307
(mmol/ceco) ’ ?
(0,257) (0,460)
Total Acidos graxos
(mmol/ceco) 0,777 0,873 0,682
(0,023) (0,005) (0,062)
Peso do figado (g/100 g 20,302 0,015 0,587 0,500
de peso do animal)
(0,468) (0,974) (0,166) (0,312)
Colesterol Total (mg/dI) 0,267 -0,056 -0,307 -0,068 -0,205
(0,487) (0,894) (0,459) (0,885) (0,598)
HDL (mg/dl) 0,627 0,512 0,004 0,250 0,461 0,072
(0,096) (0,240) (0,994) (0,633) 0,211) (0,843)
Nao HDL (mg/dI) 0,138 0,422 0,315 -0,238 -0,005 0,863 0,442
(0,745) (0,346) (0,491) (0,650) (0,990) (0,001) (0,201)
Colesterol fezes 0,298 0,277 0,442 0,045 0,793 0,029 0,019 0,356
(mg/4dias)
(0,566) (0,595) (0,456) (0,943) (0,060) (0,957) (0,976) (0,557)
Acidos b1111ares fezes 0,362 0,169 0,044 0,063 0,092 -0,453 0,143 -0,431 -0,404
(umol/4dias)
(0,304) (0,664) (0,910) (0,882) (0,800) (0,162) (0,693) (0,214) (0,369)

Entre parénteses sdo apresentados os valores de p



