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RESUMO

GAVA, Ana Paula. Influéncia do consumo das linhagcas marrom e dourada
sobre a composicao corporal, o perfil lipidico e o estresse oxidativo em
mulheres com excesso de peso em perimenopausa. 2015. Dissertacao (Mes-
trado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) - Universidade Federal do Espirito
Santo, Alegre — ES. Orientadora: Profa. DSc. Pollyanna Ibrahim Silva. Co-orien-
tador (es): Profa. PhD. Neuza Maria Brunoro Costa. Prof. DSc. André Gustavo
Vasconcelos Costa.

A perimenopausa € caracterizada pela reducédo da produgédo de estrogénio, o
que leva ao aumento do estresse oxidativo corporal e consequentemente a
disfungdo endotelial e inflamagao vascular, induzindo ao aumento do risco de
doencgas cardiovasculares. A semente de linhagca possui quantidades
consideraveis de fibras alimentares, antioxidantes, lignanas, acido a-linolénico
(ALA) e compostos fendlicos, que podem atenuar os efeitos adversos da
perimenopausa. Este trabalho objetivou determinar a influéncia do consumo das
linhacas marrom e dourada sobre os perfis antropométrico e lipidico e
marcadores de estresse oxidativo em mulheres com excesso de peso na
perimenopausa. As linhagcas marrom e dourada foram avaliadas em termos de
composic¢ao centesimal e concentragdo de compostos fendlicos totais e atividade
antioxidante. O estudo foi aplicado em 30 voluntarias, alocadas em trés grupos,
grupo controle (que nao recebeu linhaga), grupo linhaga marrom e o grupo
linhaga dourada. Todos os grupos receberam planejamento alimentar com
reducao de 250 kcal/dia e orientagdes nutricionais. As mulheres dos grupos LM
e LD foram suplementadas por 12 semanas com 40 g de farinha de linhaga ao
dia. Ap6s o periodo experimental foram avaliados perfil antropométrico e
composic¢ao corporal, pressao, perfil lipidico, capacidade antioxidante sérica e a
peroxidagao lipidica, por dosagem de malondialdeido e lipoproteina de baixa
densidade oxidada. Para tal, foram coletadas amostras de sangue venoso no
inicio e ao final do periodo de intervencéo. Foi realizado teste t (a=5%) para
comparagao das médias dos tempos finais e iniciais de cada grupo e ANOVA
acompanhada de Tukey (a=5%), para a comparagao entre os grupos. A linhaga
marrom foi a que apresentou maior atividade antioxidante e nao houve diferenca
entre as linhacas quanto a concentracado de compostos fendlicos. A linhaca
dourada foi a mais eficaz em diminuir peso, IMC, circunferéncia da cintura e
massa gorda. E ainda foi o unico grupo ao se diferenciar do controle quanto a
fragdo LDL-c. Porém, nao foi verificado aumento da atividade antioxidante
sanguinea e nem redugao da peroxidagao lipidica sérica apds a suplementacéo
com as linhagas nos grupos experimentais. Pode-se concluir que, a linhaga
dourada foi a mais eficaz para a diminuicdo de parametros antropométricos e
fracao LDL-c.

Palavras-chave: linhacga, perimenopausa, antioxidante, estresse oxidativo, perfil
lipidico, antropometria.

Xiii



ABSTRACT

GAVA, Ana Paula. Influence of the consumption of brown and golden
flaxseed on body composition, lipid profile and oxidative stress in
overweight women in perimenopause. 2015. Dissertation (MSc in Food
Science and Tecnology) —Federal University of Espirito Santo, Alegre - ES.
Advisor: Prof. DSc. Pollyanna Ibrahim Silva. Co- Advisor : Prof. PhD. Neuza
Maria Brunoro Costa. Prof. DSc. André Gustavo Vasconcelos Costa.

Perimenopause is characterized by reduced estrogen production, which leads to
increased oxidative stress body and consequently to vascular endothelial
dysfunction and inflammation, leading to increased risk of cardiovascular
disease. Flaxseed has considerable amounts of dietary fiber, lignans
antioxidants, a-linolenic acid (ALA) and phenolic compounds, which can mitigate
the adverse effects of perimenopause. This study aimed to determine the
influence of consumption of brown and golden linseeds on anthropometric and
lipid profiles and oxidative stress markers in overweight women in
perimenopause. The brown and golden flaxseed were evaluated in terms of
chemical composition and concentration of phenolic compounds and antioxidant
activity. The study was applied on 30 volunteers, divided into three groups, the
control group (which received no linseed), brown flaxseed group and golden
flaxseed group. All groups received a food planning with a reduction of 250 kcal /
day and nutritional guidelines. Women of LM and LD groups were supplemented
by 12 weeks with 40 g of flaxseed flour per day. After the trial period parameters
evaluated were anthropometric profile and body composition, blood pressure,
lipid profile, serum antioxidant capacity and lipid peroxidation, for dosage of
malondialdehyde and oxidized low-density lipoprotein. To do this, venous blood
samples were collected at the beginning and in the end of the intervention period.
It was held t test (a = 5%) compared to the averages of final and initial time of
each group and ANOVA followed by Tukey (a = 5%), for comparison between
groups. The brown flaxseed showed the highest antioxidant activity and no
difference between the linseeds on the concentration of phenolic compounds.
The golden flaxseed was the most effective in reducing weight, BMI, waist
circumference and fat mass. And it was the only group different to the control
group for LDL-c fraction. However, it was not verified an increase in blood
antioxidant activity nor a reduction in serum lipid peroxidation after
supplementation with flaxseed in the experimental groups. It can be concluded
that the golden flaxseed was the most effective for the decrease of
anthropometric parameters and LDL-c.

Keywords: flaxseed, perimenopause, antioxidant, oxidative stress, lipid
profile, anthropometry.
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1INTRODUGAO GERAL

A perimenopausa ou a transicao da menopausa € definida como o periodo
em que ocorrem mudangas no ciclo menstrual, gerando ciclos irregulares
(MENDOZA et al., 2013). A menopausa ocorre apos 12 meses consecutivos de
amenorreia, ndao sendo estabelecida nenhuma outra causa patolégica ou
fisiologica (MANSFIELD, 2004). Essa fase ocorre por volta de 51,4 anos, em
meédia, tendo seu inicio entre 47 e 48 anos de idade, com uma duragao que varia
entre dois e cinco anos (MENDOZA et al., 2013). Como consequéncia, tém-se a
reducao da produgao dos hormodnios ovarianos, como estrogénio e progesterona
(MANSFIELD, 2004; SIOBAN et al, 2012; MENDOZA et al, 2013; HALE;
ROBERTSON; BURGUER, 2014).

A redugao da producgao de estrogénio pode implicar no aumento do risco
de desenvolvimentos de modificagdes metabdlicas como: alteragbes no
metabolismo 6sseo (LINDSAY, 1996;); diabetes (GARRIDO et al, 2015;
mudancas na distribuicdo de gordura corporal (TREMOLLIERES; POULILLES;
RIBOT, 1996), perfil anormal de lipidios plasmaticos (WASH; ROSNER, 1991;
MATTHEWS et al., 1994; BERG et al., 1996; DERBY et al, 2009) e aumento do
estresse oxidativo corporal, o que leva a disfungcdo endotelial e inflamacéao
vascular e consequentemente do maior risco de doencgas cardiovasculares
(DUBEY et al., 2005; ROSANO et al.,2007; MITTAL; KANT, 2009; AL-ANZI,
2011). Afinal, estudos indicam que existem receptores de estrogénio em varios
locais do corpo, como no hipotalamo, cérebro, pulmao, sistema nervosos central,
sistema esquelético imunoldgico, ossos (HARRIS et al., 2007; HELDRING et al.,
2007), e ainda, na parede do musculo liso vascular (MENDELSON, 2002) e nas
células endoteliais (HAYNES et al., 2000).

Alguns alimentos com propriedades funcionais, como a linhaga, vém
sendo estudados com o objetivo de minimizar o estresse oxidativo corporal
causado pela diminuicdo da taxa estrogénica (NUERNBERG et al., 2005;
VALENCIA et al., 2006).

A semente de linhaga possui quantidades consideraveis de fibras
soluveis e insoluveis; lignanas; lipidios, como acido a-linolénico (ALA) e acido
linoleico (LA) (LENZletal.,, 2008; NEPA-UNICAMP, 2011; OSTOJICH;

1



SANGRONIS, 2012). Estudos indicam que a suplementacéo de acidos graxos
da classe 6mega-3 tem a capacidade de mudar os acidos graxos de fosfolipidios
de membrana e em resposta, diminuirem o estresse oxidativo sérico, ajudando
a diminuir a disfungdo endotelial associada a menopausa por reducao do
estresse oxidativo vascular (GIANLUCA et al., 2013). Por outro lado, as lignanas
podem atuar de maneira similar aos estrogénios, mostrando-se benéficas contra
os efeitos da menopausa (BREZINSKI; DEBI, 1999; LISSIN; COOKE, 2000;
ALZATE et al., 2011). Pela sua riqueza em compostos funcionais e
biologicamente ativos, pesquisas tem associado o consumo de linhaga com a
protecdo de danos aos tecidos do corpo, reducéo do colesterol total (CT), LDL-c
(lipoproteina de baixa densidade) e as concentragdes de glicose, diminui¢cao de
estresse oxidativo endotelial, bem como a progressao da inflamagao endotelial
em estudos com grupos experimentais em animais e humanos e diminuindo o
aumento do risco de desenvolvimento de doencgas cardiovasculares (ZHAO et
al., 2004, DODIN et al., 2005; CINTRA et al., 2006; ZHANG et al., 2008; PAN et
al., 2009).

Das variedades de linhaga existentes as mais conhecidas sao a linhaga
marrom e a dourada. Essas variedades sao semelhantes no que condiz as
propriedades nutricionais e terapéuticas, normalmente, resultantes das
condicbes de cultivo (COSKUNER; KARABABA, 2007). A linhaga marrom é
cultivada principalmente em regides de clima quente e umido, como € o caso do
Brasil, enquanto que a linhaga dourada é cultivada em climas frios, sendo
cultivado em paises como o Canada (maior produtor mundial de linhaga) e norte
dos Estados Unidos (LIMA, 2008; TRUCOM, 2006).

Diante disso, o presente trabalho, objetivou estudar os efeitos das
linhagas marrom e dourada em parametros antropomeétricos, perfil lipidico e
estresse oxidativo de mulheres na perimenopausa, bem como comparar as

diferengas entre as duas linhagas.



1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo geral

Determinar a influéncia do consumo das linhagas marrom e dourada sobre
parametros antropométricos, composi¢cao corporal e clinico, perfil lipidico e
marcadores de estresse oxidativo em mulheres com excesso de peso na

perimenopausa.
1.1.2 Objetivos especificos

e Avaliar a composicéao fisico-quimica das linhagas marrom e dourada.

e Determinar a atividade antioxidante e conteudo fendlico total das
linhagas marrom e dourada.

e Avaliar a ingestao de energia, macronutrientes, fibra alimentar, acidos
graxos saturados, monoinsaturados e poli-insaturados das mulheres
participantes, antes e apos 12 semanas de intervengao.

e \erificar o efeito do consumo da linhaga marrom e dourada sobre as
medidas antropométricas e composicao corporal das mulheres
participantes do estudo.

e Investigar o efeito do consumo das variedades de linhaga sobre o perfil
lipidico.

e Analisar niveis sanguineos de LDL-oxidada, capacidade antioxidante
total de plasma e malondialdeido das mulheres do estudo, antes e

apods o consumo das linhacgas.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Diminuicao de estrogénio e efeitos sobre o organismo

A perimenopausa ou a transicdo da menopausa € definida como o tempo
compreendido antes da menopausa, qual ocorrem mudangas no ciclo menstrual,
tais como ciclos irregulares e sintomas e instabilidade hormonal (MENDOZA et
al., 2013). Essa fase ocorre o declinio do numero de foliculos ovarianos,
marcando o inicio do envelhecimento reprodutivo, que ira se estender ao longo
da vida (HALE; ROBERTSON; BURGUER, 2014), enquanto que a menopausa
ocorre apos 12 meses consecutivos de amenorreia, ndo sendo estabelecida
nenhuma outra causa patolégica ou fisiolégica (MANSFIELD, 2004). A fase da
menopausa acontece por volta de 51,4 anos, em média, tendo seu inicio entre
47 e 48 anos de idade, com uma duragao que varia entre dois e cinco anos
(MENDOZA et al., 2013). Como consequéncia, tém-se a reduc¢ao da producao
dos horménios ovarianos, como estrogénio e progesterona (MANSFIELD, 2004;
SIOBAN et al., 2012; MENDOZA et al., 2013; HALE; ROBERTSON; BURGUER,
2014).

Além das fungdes ovarianas, relacionadas a saude fértil da mulher, o
estrogénio estad envolvido em uma série de fung¢des corporais, uma vez que
existem receptores de estrogénio em varios locais do corpo, como no
hipotalamo, cérebro, pulmao, sistema nervosos central, sistema esquelético
imunoldgico e ésseo (HARRIS et al., 2007; HELDRING et al., 2007). E ainda, na
parede do musculo liso vascular (MENDELSON, 2002) e células endoteliais
(HAYNES et al., 2000).

Parametros de estresse oxidativo podem estar alterados durante a
perimenopausa € menopausa (MITTAL; KANT, 2009). A concentragcdo de
malondialdeido (MDA) em eritrocitos tende a estar elevada e a concentragéo de
enzimas antioxidantes enddégenas diminuidas. Sendo que estes fatores estao
relacionados com a idade, com as mudangas metabdlicas geradas pela
menopausa e com o aumento de peso. E relatado ainda que em mulheres com
excesso de peso o estresse oxidativo tende a ser mais significativo (MITTAL,;
KANT, 2009).



Dessa forma, sugere-se que a deficiéncia do estrogénio causada pela
menopausa esta associada a mudangas metabdlicas no organismo feminino,
como (1) alteragbes no metabolismo 0Osseo, aumentando o risco de
desenvolvimento de osteoporose, ja que tende a causar descalcificagcdo 6ssea
(LINDSAY, 1996; OZDEMIR et al., 2009); (2) intolerancia a glicose, levando ao
risco de desenvolvimento de diabetes (WEDSENGHE; PERERA, 2009); (3)
mudangas na distribuicdo de gordura corporal, ocasionando a deposigao de
gordura de maneira mais centralizada, favorecendo o padrdo androide
(TREMOLLIERES; POULILLES; RIBOT, 1996) (4) perfil anormal de lipidios
plasmaticos (WASH; ROSNER, 1991; MATTHEWS et al., 1994; BERG et al.,
1996; DERBY et al, 2009); (5) aumento da pressao arterial (ORSHAL; KHALIL,
2004; MACHADO et al., 2015); (6) aumento do estresse oxidativo corporal, o que
leva a disfungao endotelial e inflamacgao vascular, induzindo ao aumento do risco
de doengas cardiovasculares (DUBEY et al., 2005; ROSANO et al.,2007;
MITTAL; KANT, 2009; AL-ANZI et al., 2011).

Por existir receptores de estrogénio na parede do musculo liso vascular e
do endotélio vascular, estudos afirmam que a diminuicdo desse hormonio
também esta associada ao aumento da disfuncdo endotelial e inflamacéao
vascular (DUBEY et al., 2005; ORSHAL; KHALIL, 2004).

A diminuigdo de estrogénio tende a ocasionar o aumento da atividade da
enzima conversora de angiotensina | (ECA), a qual converte angiotensina | em
angiotensina Il, que é responsavel pelo mecanismo de vasoconstrigdo de vasos
sanguineos. Em contrapartida, a diminuigdo deste horménio esta relacionada a
diminuicdo da atividade da enzima NO (éxido nitrico) sintase, responsavel pela
producao de NO, também presente no endotélio vascular, responsavel pelo fator
de relaxamento do endotélio, ou seja, a vasodilatagdo dos vasos (CHAMBLISS;
SHAUL, 2002; DUBEY et al., 2005; ORSHAL; KHALIL, 2004). Desta forma, o
mecanismo de vasoconstricdo se sobrepde ao mecanismo de vasodilatagao.
Além disso, o aumento da concentracdo de angiotensina Il tende a aumentar a
concentragdo de NADPH (nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato) oxidase,
que ao formar anion superoxido, inativa a atividade do NO (MAULIK, 2002).

Pode-se relacionar ainda, a diminuicdo da producdo de NO com o aumento da
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oxidagado da LDL na camada intima da artéria, ja que a diminuigdo de NO esta
ligada ao aumento de radicais livres no endotélio (MAULIK, 2002). Asoma destes
fatores tende a aumentar a pressao arterial dos vasos, e ainda aumentar o risco

de aterogénese.

A alta concentracdo de angiotensina Il também esta relacionada com o
aumento da expressdao de moléculas do sistema imunoldgico, como ICAM-I
(molécula de adesao intercelular 1) e VCAM-I (molécula de adesao celular
vascular 1) e citocinas, como TNFa (fator de necrose tumoral a), IL-6
(interleucina-6) e IL-1B (interleucina-1 B) em células endoteliais e células
musculares lisas, e ainda, com a produc¢ao de proteina quimiotatica de mondcitos
(MCP-1) (PASTORE et al., 1999; FUNAKOSHI et al., 2001; SEHMIEDER et al.,
2007). Além disso, atua colaborando para o aumento da producéo de colageno
dentro da parede dos vasos e aumento da migragéo de células do musculo liso
para a intima arterial, ocasionando o aumento do risco de inflamagao vascular
(SEHMIEDER et al., 2007).

Outro fator a se considerar com a diminuigdo da taxa de estrogénio é a
mudanca na distribuicdo de gordura corporal, na qual ocorre a deposi¢caéo de
gordura de maneira centralizada (regido abdominal) e a diminuicdo da deposicao
de gordura nas regides do quadril e coxas, favorecendo o padrdo androide
(TREMOLLIHES; ROULILLES; RIBOT, 2006). O tecido adiposo intra-abdominal
potencializa a producao de IL-6 (VGONTZAS et al., 1997), citocina ligada a
sarcopenia. Com isso, o aumento da gordura abdominal potencializa a perda de
massa magra em mulheres menopausadas, havendo perda de musculo e

aumento gradual da gordura corporal nesses individuos (SCHAAP, 2006).

O aumento da gordura corporal esta relacionado com o aumento da
atividade lipolitica abdominal (FERRANA et al., 2002), ocorrendo maior liberagéo
de acidos graxos livres na circulagcao portal. Estes ao chegarem ao figado,
causam a diminuigdo da captacdo hepatica por diminuirem a expressao do
numero de receptores de insulina nos hepatdcitos, contribuindo para o quadro
de hiperinsulinemia sistémica. Além disso, o alto numero de acidos graxos livres
no figado tende a aumentar a gliconeogénese hepatica, favorecendo maior
liberacao de glicose pelos hepatocitos (MONTAGUE et al., 1998; WALTON et al.,
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1995; GASTALDELLI et al., 2002; GURNELL et al., 2003). A soma desses fatores
induz a maior liberagdo de lipoproteinas na corrente sanguinea pelo figado,
como VLDL (lipoproteina de muito baixa densidade), colaborando para a
alteracao de perfil lipidico sanguineo, bem como o aumento de entrega de

material lipidico em células extra-hepaticas (DEPRES, 1990).
2.2 Metabolismo de lipoproteinas e processo aterosclerético

No figado, os acidos graxos livres provenientes do plasma, oriundos da
atividade lipolitica da gordura abdominal, se juntam aos sintetizados no interior
dos hepatdcitos, produzindo a lipoproteina VLDL, que ¢€ constituida
principalmente de triacilglicerdis, apolipoproteinas, colesterol ndo esterificado e
possui como Apolipotroteinas, a ApoB100 (apolipoproteina com fungéo de elo de
ligacdo para o receptor de LDL celular) e em menor quantidade ApoE
(apolipoproteina de reconhecimento para receptor hepatico). Essas
caracteristicas o denominam como VLDL nascente, mas ao cair na corrente
sanguinea adquire a Apo-Cll (apolipoproteina ativadora de lipase lipoproteica)
da HDL (lipoproteina de alta densidade). O VLDL tem a funcdo de entregar
triacilglicerdis para células extra-hepaticas. As particulas residuais de VLDL
serdo convertidas em VLDL remanescentes, logo em LDL, ou removidas da
circulagdo pelo figado, sendo utilizadas para sintese de sais biliares. As
particulas de LDL que possuem apenas a ApoB100, sao ricas em ésteres de
colesterol e tem a fungéo de entrega-los as células extra-hepaticas. Para isso, é
necessario que os receptores de ApoB100 das células extra-hepaticas, fagam o
reconhecimento da ApoB100 da LDL nativa. Feito o reconhecimento, a particula
de LDL é incorporada por invaginagdo da membrana da célula, atingindo a
camada intima da artéria, onde a ApoB100 & desdobrada, os ésteres de
colesterol sdo hidrolisados e o colesterol livre torna-se disponivel para a célula
(SALES, PELUZIO, COSTA, 2003).

Em condigbes de estresse oxidativo corpdéreo, como o aumento dos
radicais livres e diminuicdo da atividade antioxidante endégena, a LDL nativa no
interior da camada intima da artéria pode sofrer modificacdo e se tornar particula
de LDL oxidada (LDLox) (LUSIS, 2000), o qual passara a exercer atividade
inflamatéria (HANSSON; HERMANSSON, 2011).



Diante disso a menopausa pode estar relacionada com o aumento da
concentragcédo de LDLox na camada intima da artéria, bem como ao aumento da

vasoconstricao vascular e aumento da pressao arterial.

A aterosclerose é caracterizada pela formacéao de placas aterosclerdticas,
caracterizado por inflamagéo crénica das grandes e médias artérias (TEDGUI;
MALLAT, 2006; SIMONESU, 2009; MANDUTEANO; SIMINESCU, 2012).
Estudos indicam que esse processo inflamatério € devido ao acumulo de
colesterol, causado pelo aumento de LDL na camada intima da artéria, ao
aumento do estresse oxidativo pela proliferagdo de células musculares
(MONTENEGRO, 1999; ROSS, 1999).

Ap06s sofrerem modificacdo na camada intima da artéria, as LDLox iniciam
eventos que caracterizaram o inicio do processo inflamatorio na parede arterial,
0 que estudos consideram como a causa principal de lesédo de células endoteliais
e proliferacdo das células musculares lisas (KHOO et al., 1992; STEINBERG,
1997; SIMA et al., 2009).

A LDLox passa a expressar moléculas quimiostaticas, como MCP-1
(ERSZTEN et al., 1999); M-CSF (macrofago - fator estimulador de col6nias de
macrofagos); TGF-B (fator de crescimento transformagao B); MIP-1 (proteina
inflamatdria de macréfagos-1), IL-8 (Interleucina-8), que atuam no recrutamento
de mondcitos, que por sua vez expressam moléculas de adesao, como VCAM-1
(CYBULSKY et al, 2001) e ICAM-1 (CYBULSKY et al., 2001) no lumen
endotelial, bem como, a expressdo de E-selectina, P-selectina e L-selectina
(GALKINA; LEY, 2007), que sao responsaveis pelo processo de recrutamento,
rolagem, aderéncia e transmigracdo dos mondcitos por diapedese para a
camada intima da artéria (ROSS, 1990; LUSIS, 2000).

No interior da intima arterial o mondcito sofre diferenciagao por agao de
substancias secretadas pela LDLox e pelo proprio endotélio. Pela acao das
moléculas M-CSF, IL-18 e IFN-a (Interferon-a), o mondcito se diferencia em
macréfago M1 em macréfago M2, por acdo da M-CSF, IL-13 (Interleucina-13) e
IL-4 (Interleucina-4) (MARTINEZ; HELMING; GORDON, 2009; SHIMADA, 2009,
TABAS, 2010). O macréfago M1 expressa moléculas com atividade pro-



inflamatdrias, como IL-1B (CASCAS et al., 1997); IL-6; IL-8 (interleucina-8); IL-
12 (Interleucina-12); TNF-a (WANG et al., 1995) e CD40 (MARTINEZ; HELMING;
GORDON, 2009; SIMIONESCU, 2009; SHIMADA, 2009, TABAS, 2010). Além
disso, podem promover estresse oxidativo, por aumentar a produgao de radicais
livres, contribuindo para a disfungcdo endotelial. Os macréfagos M2 secretam
moléculas com atividade anti-inflamatorias, como IL-10 (Interleucina-10)
(MOSSER; EDWARDS, 2008) e TGF-f1 (MALLAT et al., 2001), inibindo o
recrutamento de células inflamatérias e producédo de citocinas inflamatérias,
respectivamente (MARTINEZ; HELMING; GORDON, 2009; SHIMADA, 2009;
TABAS 2010). Além dos macréfagos originados dos mondcitos oriundos do
lumen arterial, existem macrofagos locais que também secretam substancias
como: IL-1B; TNFa; VCAM-1; IL-6; IL-8 e CD40. Estudos indicam que os
macrofagos M1 e M2 estao presentes ao longo da aterosclerose em humanos
(MARTINEZ; HELMING; GORDON, 2009; SHIMADA, 2009; TABAS 2010).

Os macrofagos também expressam receptores Toll-like (TLR), no qual
tanto a LDLox e os produtos de sua oxidagao podem se ligar, colaborando para
a progressao da inflamagdo (HOFNAGEL et al., 2004; ROCHA; HANSSON;
HERMANSSON, 2011). Estudos indicam que TNF-a e IL-1B favorecem a
expressao de receptores LDLox em macréfagos (HOFNAGEL et al., 2004).

O acumulo de LDLox no interior dos macrofagos caracterizam-no como
células espumosas (MOORE; FREEMANI, 2006). A LDLox se funde ao
lisossomo da célula espumosa, onde sera hidrolisada em colesterol livre e acido
graxo nao esterificado. O colesterol livre sofre a agdo da acil-CoA:colesterol
aciltransferase (ACAT) presente no citosol celular, transformando-se em
colesterol esterificado livre (LI; VIDRO, 2002; CHINETTI-GBARGUIDI; SAELS,
2009). A proporgdo em que aumenta a concentragdo de LDLox no interior da
célula espumosa, aumenta-se a concentracado de colesterol esterificado e este
comecga a se depositar nas células espumosas (LI; VIDRO, 2002; CHINETTI-
GBARGUIDI; SAELS, 2009).

O acumulo de colesterol livre na célula espumosa dispara sinais
apoptaticos que desencadeiam a apoptose desta célula, ocorrendo a liberacao
do colesterol esterificado na intima endotelial. No processo de aterosclerose
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precoce, estudos indicam que a apoptose das células espumosas € uma maneira
do organismo minimizar os efeitos da LDLox sobre as células endoteliais e sobre
a ativagao da resposta imune (JESSUP, ET AL., 2002; GREAVES; GORDON,
2005). Dessa forma, a apoptose tenta diminuir o numero de LDLox que residem
no interior das lesodes, limitando a inflamacao local e a area lesionada, diminuindo
a liberacao de substancias pro-inflamatorias e estimulando a produgéo da anti-
inflamatéria IL-10 (MADERNA; GODSON, 2003; SCHRIJVERS et al., 2007;
TABAS, 2007). A apoptose de células espumosas € uma caracteristica que
permanece em todas as fases de desenvolvimento da placa (TABAS, 2005;
TABAS, 2007).

Os macréfagos podem induzir o crescimento, proliferacdo e migracao de
células musculares lisas e ativar a proliferagdo de fibroblastos, ocorrendo
producdo da matriz extracelular, o que causa o acumulo de colageno e
proteoglicanas (NEWBY; ZALTSMAN, 1999; LUSIS, 2000).

Se a resposta inflamatoria endotelial ndo for neutralizada, o processo
inflamatorio continua induzindo a danos mais graves na regido. Assim,
sucessodes de eventos tendem a ocorrer, como ciclos de acumulacéo de células
mononucleares, migracao e proliferagao de células musculares lisas e formacao
de tecido fibroso, determinando o alargamento e reestruturacdo da lesdo. Em
contrapartida, a artéria ndo pode mais compensar através de dilatacao, pela
diminui¢cdo de substancias vasodilatadoras, e a lesdo ocupa o lumen alterando

o fluxo sanguineo, por ocorrer o0 espessamento da parede arterial (ROSS, 1999).
2.3 Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo é definido por uma produgao anormal de espécies
reativas de oxigénio em detrimento a proporgdo de antioxidantes presentes no
organismo, no qual ocorre um desequilibrio entre moléculas oxidantes e
antioxidantes, resultando na indu¢do de danos celulares pelos radicais livres
(RL) (DROGE, 2002; FINKEL; HOLBROOK, 2000; KAO et al., 2010).

Os radicais livres sao formados durante varias reacdes e processos de
transferéncia de elétrons que ocorrem no metabolismo celular e pela exposicéo

a fatores exdégenos. Estes s&do moléculas que possuem em sua ultima camada
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externa um elétron ndo emparelhado (HALLIWELL, 1987). Essa configuragcao
faz com que os RL se tornem altamente instaveis, com meia vida curta e
altamente reativos (HALLIWELL, 1987). Assim, ao se ligar com elétrons de
outras moléculas existentes no meio potencializam uma cadeia de reacdes de
perda e ganho de elétrons no ambiente, que podem resultar em oxidagao de
componentes, como DNA, proteinas e lipideos (REFSGAARD; STADTMAN,
2000; OTANI, 2011).

Os principais radicais livres que sdo encontrados no meio sdo: oxigénio
singlete ('0O2), radical superoxido (O-2), radical hidroxila (OH-), 6xido nitrico (NO:),
peroxinitrito (ONOO"), radical semiquinona (Q) (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
1990). Ainda, pode-se citar o peréxido de hidrogénio (H202), que apesar de nao
ser considerado um RL verdadeiro, é capaz de induzir a danos na molécula de
DNA por agdes enzimaticas, por atravessar a membrana celular. O H202 por

reagir com metais como ferro e cobre produz mais RL (ANDRADE Jr et al., 2005).

O H202 esta altamente associado ao processo de aterosclerose, ja que
este aumenta a expressao de mediadores inflamatoérios por células além de
induzir a proliferagcdo e migracao de células endoteliais e do musculo liso
(MAULIK, 2002). Além do H202, o radical superéxido participa com maior
intensidade no processo aterogénico (ANDRADE Jr et al., 2005). Ao serem
expostas a esses radicais as células endoteliais podem sofrer apoptose,

colaborando para a propagacéao da aterosclerose (BROWN et al., 1999).

Alguns metais podem ter agédo catalitica nas moléculas enddgenas e
causar lesdes oxidativas. Estudos in vitro confirmam a formacao de espécies
reativas de oxigénio (ROS) pelas reagcdes de Fenton e Haber-Weiss
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1986; DUNFORD, 1987, HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1990). Estudos indicam que a mulher na pré-menopausa tem
menores riscos de desenvolver doengas coronarianas, pela deplecao de ferro
ocorrida na menstruacdo e que a menopausa acarreta maior deposigao desse
mineral no organismo feminino, ja que a mulher para de menstruar, seja por
causas naturais ou cirurgicamente induzidas (SULLIVAN, 1981; KRAML, 2005).

Esse maior acumulo de ferro enddgeno correlaciona-se com o aumento do
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estresse oxidativo, pelo aumento da produgcdo de espécies ROS (AUST;

MILLER, 1991), conforme mostrado nas Equagdes 1, 2 e 3.

Sequéncia da reacao de Fenton
Oz + Fe¥*— 02+ Fe?*  (Eq.1)
H202 + Fe?* — Fe3* + OH" + OH* (Eq. 2)
Reacao de Haber-Weiss

H202+ O27 — O2 + OH + OH~ (Eq. 3)

Tanto a reagao de Fenton como de Haber-Weiss produz radical hidroxila,
este radical sera o responsavel pela peroxidacdo e a formacdo de lesdes
celulares (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990).

Em condigdes metabdlicas normais o anion superéxido favorece a
oxidagdo de Fe*+ a Fe3+. No entanto, se a concentragido intracelular de
superoxido é elevada, este anion favorece a reducdo de Fe3+ a Fe?+
perpetuando a reagdo de Fenton e formando mais radicais hidroxila (MAULIK,
2002).

A deficiéncia de mecanismos antioxidantes, como a diminuicao da
producdo de estrogénios e a maior geragao intracelular de compostos pro-

oxidantes, pode aumentar a concentragdo dos RL no corpo.
2.4 Sistema Antioxidante

Antioxidante é definido como qualquer substancia que, presente em
baixas concentracbes quando comparada a do substrato oxidavel, atrasa ou

inibe a oxidagéo deste substrato de maneira eficaz (SIES; STAHL, 1995).

Naturalmente existe um equilibrio entre a producéo e atuacao dos radicais
livres no organismo e a capacidade antioxidante do corpo em eliminar produtos
intermediarios reativos ou reduzir os efeitos biolégicos. O sistema de defesa
antioxidante pode funcionar pelos mecanismos: (1) sistema de prevencgao,
inibindo a formacéao de radicais; (2) sistemas varredores, impedindo a agéo dos
radicais livres; (3) sistema de reparo e reconstituicdo, restaurando estruturas
lesadas (VALKO et al., 2007).
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O sistema de defesa antioxidante inclui substancias antioxidantes que
podem ser enddgenas ou dietéticas, o qual é dividido em sistema de defesa
antioxidante enzimatico — em que participam enzimas antioxidantes endogenas,
que agem por meio do mecanismo de prevengao, impedindo que as reagdes
ocorram nas etapas iniciais € ndo haja propagagdo. Como exemplo destas
enzimas, tem-se: (1) superoxido dismutase (SOD); (2) catalase (CAT); (3)
glutationa peroxidase (GPx); (4) NADPH-quinina oxirretutase e enzimas de
reparo (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1989; VALKO et al, 2007; CAVALCANTI et
al, 2009).

Outro sistema de defesa existente é o sistema n&o enzimatico, o qual
inclui, especialmente compostos antioxidantes de origem dietética, a exemplo de
vitaminas como &cido ascorbico, a-tocoferol (precursor da vitamina E), B-
caroteno (precursor da vitamina A) e minerais, como zinco, selénio e magnésio
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1985; MACHINLIN; BENDICH, 1987;
HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1989; CAVALCANTI et al, 2009). Carotenoides
como luteina (STRINGHETA et al, 2006), e licopeno (PALOZZA, 2012);
compostos fendlicos (SOARES, 2002), 6mega-3 (GIANLUCA et al 2013) e
fitoestrogenos (LISSIN; COOKE, 2000) também atuam como antioxidantes de

origem dietética.

Pesquisas associam o estrogénio com a diminuigao de estresse oxidativo,
associagao decorrente do seu papel como potente antioxidante endégeno (NIKI;
NAKANO, 1990; KUMTEPE, 2009).

O estrogénio pode atuar diretamente como antioxidante, eliminando
radicais livres, uma vez que possui um grupamento hidrofendlico que é capaz de
doar hidrogénio, tornando o radical estavel ou menos lesivo e o grupamento
consegue se reorganizar, de modo a se estabilizar novamente (NIKI; NAKANO,
1990; MORGAN-MARTINS, 2003).
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Figura 1. Molécula de Estrogénio
Fonte: NASSIF et al, 2005

Além disso, esse hormobnio aumenta a atividade de enzimas antioxidantes
enddégenas, como superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa
peroxidase (GPx), por aumentar a expressao de seus genes. Em contrapartida,
o estrogénio também tem a capacidade de diminuir a expressao de genes
oxidantes, diminuindo, portanto a atividade de cicloxigenase (COX), xantina
oxidase (XO) e NADH/NADPH oxidases (BELLANTIL et al., 2013).

A deficiéncia de estrogénio, durante a menopausa afeta funcoes
metabdlicas relacionadas a diminui¢ao da atividade antioxidante enddégena, e ao
aumento da producao de radicais livres. Assim, a reducao desse hormonio pode
levar a0 aumento do estresse oxidativo, conduzindo ao surgimento de
patologias, como aumento do risco de aterosclerose, e com isso o

desenvolvimento de doencas cardiovasculares.
2.5 Linhacga e suas propriedades

Alimento funcional é definido como todo alimento ou ingrediente que “além
de fungdes nutricionais basicas, quando consumido como parte da dieta usual,
produza efeitos metabdlicos e/ou fisioldgicos e/ou efeitos benéficos a saude,
devendo ser seguro para consumo sem supervisdo meédica” (CRAVEIRO;
CRAVEIRO, 2003).

A linhaga (Linum usitatissimum) é uma planta pertencente a familia das
Linaceae, originaria da Asia (AUSTRIA, 2008; MORRIS; VAISEY-GENSER,
2003; TRUCOM, 2006). As variedades existentes mais conhecidas séo a linhaga
marrom e a dourada. Essas variedades sdo semelhantes em suas propriedades
nutricionais e terapéuticas, normalmente, resultantes das condi¢gbdes de cultivo
(COSKUNER; KARABABA, 2007). A linhagca marrom é cultivada em regides de
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clima quente e umido, como é o caso do Brasil. Por outro lado, a linhaga dourada
€ cultivada em paises de clima frio, como Canada (maior produtor mundial de
linhaca) e o norte dos Estados Unidos (FENGET et al., 2003; LIMA, 2008;
TRUCOM, 2006).

A semente de linhaga € composta principalmente por lipidios (32-40 g/100
g), proteina (14-23 g/100 g), fibra alimentar (31-34 g/100 g) e minerais (3-4 g/100
g), como potassio (869 mg), fosforo (615 mg), magnésio (347 mg) e calcio (211
mg). De acordo com o conteudo lipidico, contém quantidade consideravel de
acidos graxos poli-insaturados (25,3 g/100 g), sendo que aproximadamente 20
g correspondem ao acido a-linolénico (ALA), da série de acidos graxos n-3, e 5
g acido linoleico (LA), da série n-6 (LENZI et al., 2008; NEPA-UNICAMP, 2011;
OSTOJICH; SANGRONIS, 2012). E possui teores consideraveis de compostos
fendlicos (BARROSO et al., 2014).

Dentre os nutrientes que a constitui, tem-se as fibras soluveis e insoluveis.
A fibra soluvel esta relacionada ao aumento do tempo de transito intestinal, a
diminuicdo do esvaziamento gastrico, ao retardo da absor¢cdo de glicose,
diminuicdo da glicemia pds-prandial e redugdo do colesterol sanguineo, pelo
aumento da excreg¢ao de sais biliares. No cdlon, elas sdo fermentadas pelas
bactérias intestinais, produzindo acidos graxos de cadeia curta (acético, butirico
e propiénico), que sao responsaveis por exercer efeito sobre o metabolismo
lipidico (propionato) e glicidico (acetato e propionato). As fibras insoluveis
contribuem para o aumento do volume do bolo fecal, redugdo do tempo de
transito intestinal, retardo da absorg¢ao de glicose e gordura (CATALANI, 2003;
BLOEDON, 2004; TACO, 2006).

Os compostos fendlicos tém a propriedade de manter a qualidade de
vegetais, prevenindo ou retardando a deterioragao de alimentos, gragas a sua
capacidade antioxidante. Desta forma, estudos indicam que estes também
podem proteger os tecidos do corpo dos danos oxidativos ocasionados na
menopausa (ANJELO E JORGE, 2007; OOMAH; SITTER; 2009). Estes podem
atuar na reducdo da concentragdo de oxigénio e diminuicdo da formacdo de
radicais livres, diminuindo a peroxidacado lipidica, colaborando para que néo

ocorra a propagacao da inflamacgéao (SHAHIDI; NACZK, 2004).
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A linhaca é o alimento de origem vegetal que apresenta maior
concentracédo de acidos graxos insaturados da classe 6mega-3, principalmente
0s acidos graxos essenciais, o acido a-linolénico (ALA) e da classe 6mega-6, o
acido linoleico (LA) (GEBAUER et al., 2006; TACO, 2006; AUTRIA, 2008).

O metabolismo dos acidos graxos da classe 6mega-6 resulta na formacgéao
de acido araquidénico (AA) no corpo, que induz a formagao de eicosanoides com
propriedades relacionadas ao aumento de citocinas com perfil inflamatério. O
metabolismo dos acidos graxos da classe O6Omega-3 origina acido
eicosapentaenoico (EPA) e acido docosahexaendico (DHA), que séao
precursores de substancias eicosanoides relacionadas a diminuigao do processo
inflamatorio. ALA e LA competem pelas mesmas enzimas (dessaturases) para
metabolizagcdo. Desta maneira, dietas ricas em ALA s&o caracterizadas em
reduzir o metabolismo oxidativo do acido araquidénico. O ALA tende a ocasionar
resposta inflamatéria menos exacerbada, pois reduzem a formacao de
leucotrienos, prostaglandinas e radicais livres (SIMOPOULQS, 2008).

Estudos indicam que a farinha de linhaca é eficaz quanto ao aumento dos
niveis de ALA sanguineos sem causar desconfortos abdominais (BLOEDON,
2008). ZHAO et al (2004) sugerem que a alta ingestdo de ALA esta relacionada
com a inibigdo da inflamagéo vascular e pode resultar na diminui¢do do risco de
doencas cardiovasculares, e afirmam que a ingestao de dietas ricas em ALA tem
associagao com redugao de 75% nos niveis de proteina-C-reativa (PCR) em
amostras sanguineas de homens e mulheres hipercolesterolémicos.

Em pesquisas com suplementacdo de Omega-3 em ratas
ovariectomizadas in vivo foram observados beneficios terapéuticos de n-3 PUFA
sobre a disfuncdo endotelial associada a menopausa por reversdao das
alteragdes na composicao lipidica da membrana induzida por ovariectomia e
reducédo do estresse oxidativo vascular (GIANLUCA et al 2013). YANG et al.
(2012) afirmam que a suplementagdo de Oleo de linhaga pode impedir a
peroxidacao lipidica e disfuncdo da membrana de eritrocitos humanos em
hiperglicemia.

Essa semente é uma das principais fontes de lignana (BLOEDON, 2008),
um fitoestrogeno, que atua de maneira similar aos estrogénios, mostra-se

benéfica contra os efeitos da menopausa, pois aumenta a maturagao de células
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vaginais em mulheres na pdés-menopausa e reduzem significativamente alguns
sintomas da menopausa como secura vaginal e flashes quentes (WILSON et al.,
1990; BREZINSKI; DEBI, 1999; LISSIN; COOKE, 2000; ALZATE et al., 2011).
Dentre os alimentos, a linhaga € a fonte mais rica de SDG (diglucosideo
secoisolariciresinol) (FORD et al., 1999), que é convertido pelas bactérias
intestinais em enterolactona e enterodiol, que sdo a forma ativa do composto
(BOMBO, 2006).

A quantidade de lignana da linhaca varia de acordo com a variedade,
localizagéo e cultura (WESTCOTT; MUIR, 2003). As lignanas podem atuar como
antioxidantes, inativando os radicais livres e as espécies reativas de oxigénio, e
ainda podem influenciar em enzimas, como glutationa, pertencentes ao sistema
antioxidante endégeno (YUAN; RICKARD; THOMPSON, 1999).

Estudos indicam que as lignanas podem atuar diminuindo moléculas
inflamatadrias. Hallund et al (2008) relatam que a ingestao de 500 mg/dia de SDG
isolados da semente de linhaca durante um periodo de seis semanas de
intervencao reduziu a concentracao de PCR de cerca de 15% em mulheres pés-
menopausicas saudaveis quando comparados com um grupo placebo.

Em pesquisa com 58 individuos hipercolesterolémicos com administragao
de 300 ou 600 mg/dia de SDG a partir de extrato de linhaga por 8 semanas foi
observada redugdo do colesterol total, LDL-c e as concentragdes de glicose
(ZHAO et al., 2004). Outro estudo mostrou que a ingestdo de 100 mg de SDG
durante 12 semanas por homens hipercolesterolémicos acarretou a diminuigao
significativa da razdo de LDL /HDL, que é um importante indicador de risco de
doengas cardiovasculares (FUKUMITSU et al., 2010). Fukumitsu et al.
associam esses resultados a capacidade da SDG em regular expressao de
RNAmM da proteina 1C ligadora do elemento regulatério de esterol (SREBP-1c),
que regula a atividade da enzima, que por sua vez, regula a sintese de colesterol
e sintese de acidos graxos (FUKUMITSU et al., 2010).

Patade et al. (2008) investigaram a incorporagao diaria de cerca de 30 g
de semente de linhaga dourada por trés meses na dieta de mulheres na pos-
menopausa e verificou que a linhaga reduziu o colesterol total e LDL-c em,
aproximadamente, 7% e 10%, respectivamente. No entanto, os parametros HDL-
c e de triacilglicerdis permaneceram inalterados. Logo, ha indicativo de que o
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consumo regular de linhagca contribui para reduzir o risco de doengas
cardiovasculares. A suplementacao de 40 g de farinha de linhaga dourada por 10
semanas em homens e mulheres pds-menopausicas com hipercolesterolemia,
verificou reducdo do LDL-c, redugdo da lipoproteina (a) e melhorou a
sensibilidade a insulina (BLOEDON, 2008).

Molena-Fernandes et al. (2010) avaliaram os efeitos da suplementagéo
de farinha de linhaga marrom e dourada sobre o perfil lipidico e evolugao
ponderal de ratos Wistar, por 36 dias, observaram reducgao significativa dos
niveis de triacilgliceréis e da razdo CT/HDL, e ainda, o aumento dos niveis
séricos de HDL-c. Mostrou também que o grupo que ingeriu linhaga teve menor
ganho de peso ponderal e que os efeitos foram mais acentuados no grupo que
ingeriu farinha de linhaca dourada.

Outro estudo, mulheres entre 19 e 59 anos de idade, com IMC>25kg/m?,
foram distribuidas em 2 grupos, no qual o grupo 1 ingeriu 10 g de farinha de
linhaca marrom e o grupo 2 ingeriu 20 g da mesma farinha, ambos durante 60
dias. Observou-se reducao significativa de TAG e HDL-c para o grupo 1 e
reducao significativa de triacilglicerol, HDL-c, LDL-c e CT para o grupo 2. Os
autores sugeriram que os resultados sdo mais expressivos quando ha maior
ingestao (COUTO; WICHMANN, 2002).

Pesquisas sugerem que a linhaca adicionada a uma dieta de perda de
peso pode ser uma importante estratégia nutricional para reduzir os marcadores
de inflamacao, tais como PCR e TNF-a (CASSANI et al., 2015).

3 METODOLOGIA

A pesquisa foi desenvolvida no Centro de Ciéncias Agrarias, Universidade
Federal do Espirito Santo e nas dependéncias do Centro Universitario Sao
Camilo, em Cachoeiro de Itapemirim.

As sementes de linhaca marrom e dourada foram adquiridas na empresa
Cerealista Sdo José, Séao Paulo, SP. Estas foram acondicionadas a -20°C, e

foram processadas em farinha ao longo da intervencgao.
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3.1. Andlises fisico-quimicas das farinhas das linhagas

3.1.1. Composicao fisico-quimica das farinhas das linhagas

O teor de proteinas das farinhas de linhagcas marrom e dourada foi
determinado pelo método modificado de Kjeldahl, em que a amostra foi
submetida a digestdo com mistura de catalisadores, destilagao e titulagdo com
acido borico 4%, a 0,1N de acordo com Association of Official Analytcal Chemists
(AOAC, 1995). O teor de lipidios foi obtido pelo método de extragdo com éter de
petréleo em extrator Soxhlet (AOAC, 1995). O teor de umidade foi determinado
por gravimetria, em estufa com circulagdo de ar a 105°C até peso constante
(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985). O conteudo de cinzas foi determinado por
incineragdo em mufla a 550°C até obtencéo de cinzas brancas ou acinzentadas
(AOAC, 1996). O calculo de carboidratos totais foi obtido pela diferenga de 100
e a soma dos valores de proteinas, gorduras, umidade e cinzas (AOAC, 1997).
A fibra alimentar soltuvel e insoluvel foi quantificada pelo método enzimatico-

gravimétrico.

3.1.2. Preparo dos extratos das farinhas das linhagas para analise da
atividade antioxidante e conteudo fendlico total

Para a quantificacdo dos compostos fendlicos totais e atividade
antioxidante foram preparados extratos a partir da metodologia adaptada de
Rufino et al. (2010), em que 4 g de amostra de farinha de linhagca foram

acrescidas de 40 mL de solugdo metanol/agua (50:50 v/v). A solugéo
permaneceu 17 minutos em centrifuga (CIENLAB®) a 25°C com agitacao de

14000 RPM. Ao final da agitagdo, retirou-se o sobrenadante e ao residuo
proveniente da filtragao foi adicionado 40 mL de solugéo de acetona/agua (70:30
v/v), o qual retornou a centrifuga e permaneceu por mais 17 minutos na
centrifuga a 25°C com agitacdo de 14000 RPM. Ao final da agitagdo, o
sobrenadante foi retirado e misturado ao sobrenadante anterior, no qual foram
misturados em baldo volumétrico de 100 mL, com volume ajustado com agua
destilada. Os extratos foram estocados em vidro &mbar a -20°C até o momento

das analises.
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3.1.2.1. Anadlise da atividade antioxidante das farinhas das linhagas

A atividade anti-radical livre foi realizada para as farinhas de linhacga
utilizando-se o método de ensaio do radical ABTS (2,2-azino-bis(3-
etilethylbenzo-thiazoline-6-sulfonic acid) diammoninum salt). Para a formagao do
radical ABTS™, a solugcdo aquosa de ABTS 7 mM foi adicionada a solucédo de
persulfato de potassio 2,45 mM. Esta mistura foi mantida no escuro a
temperatura ambiente por 16 horas. Apos este tempo a absorbancia foi corrigida
para 0,70 (x0,02) a 734 nm com adigdo de etanol 80% (Re et al., 1999) em
espectrofotometro. A 3,5 mL da solucao radical ABTS** foram adicionados 0,5 mL
de cada extrato das farinhas, e realizada leitura espectrofotométrica apos 6
minutos de reagado. Foi utilizado o Trolox como padrao e os resultados foram

expressos em equivalente de Trolox (UM Trolox.g™).

3.1.2.2. Anadlise de compostos fendlicos das farinhas das linhagas

O conteudo fendlico total dos extratos provenientes das farinhas de
linhaca (item 5.1.2) foi determinado pelo ensaio espectrofotométrico com o
reagente Folin-Ciocaulteau (SINGLETON E ROSSI, 1965). O acido galico foi
utilizado como padréo e o teor total de fendlicos dos extratos foi expresso como
mg de acido galico equivalente por 100 g de amostra de farinha de linhaga (mg
AGE.100g™).

3.1.3. Identificagao e quantificagao de acidos graxos

Os acidos foram extraidos, conforme metodologia proposta de avaliagdo
do perfil de acido graxos por trans-esterificagao direta de Lepage e Roy (1986),
utilizando-se 100mg de amostra de farinha de linhaga. O perfil de acidos graxos
foi determinado por cromatografia a gas, em cromatoégrafo Shimadzu Modelo
172, equipado com um detector de ionizagdo de chama e software Class-CG 10
versao 2.0. Os acidos graxos serao separados em coluna cromatografica de
silica fundida SP-2560 (biscianopropil polysiloxane) de 100 m de comprimento e
0,25mm de diametro. A temperatura inicial da coluna foi de 100°C com

aquecimento de 10 °C por minuto até se atingir a temperatura de 180 °C e, entao,
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aquecido de 1°C por minuto até atingir a temperatura de 240 °C, permanecendo
nessa temperatura por 10 minutos. A temperatura do injetor foi de 250°C e a do
detector de 270°C.O gas de arraste foi o hidrogénio com velocidade linear de
14,8 cm/seg. Arazao de divisdo da amostra no injetor foi de 1:40 injetou-se 1 uL
da solugao. Os acidos graxos das amostras foram identificados por comparacgao
entre o tempo de retengéo dos picos gerados com o tempo de retengéo dos picos
da mistura de 37 ésteres metilicos (C4:0 — C22:6), utilizados como padréo
externo. A identificacdo dos acidos graxos presente nas amostras foi realizada
no aparelho equipado com um detector de ionizagdo de chama com uma coluna
cromatografica de silica fundida SP2560 de 100 metros, usando nitrogénio como
gas de arraste. Os acidos graxos foram identificados por comparagdo entre o
tempo de retengdo dos picos gerados com o tempo de retencdo dos picos da
mistura de 37 ésteres metilicos (C4:0 — C22:6) utilizados como padrao externo
Os dados foram convertidos de porcentagem de area em g/100 g de

acordo com a metodologia de Novello e Pollonio (2012)
3.2. Desenho do estudo
3.2.1. Amostra e amostragem

Inicialmente, estimou-se 93 voluntarias, as quais foram distribuidas de
acordo com Indice de Massa Corporal. O célculo do tamanho amostral (ROHRIG
et al.,, 2010) para o presente estudo foi estabelecido considerando o peso
corporal como variavel principal de acordo com o modelo proposto por DODDIN
et al (2005), sendo 64,7+11,4 kg e 68,3£11,3 kg o peso inicial para o grupo
linhaca e grupo placebo, respectivamente (DODIN et al., 2005). Foi adotado o

poder estatistico de 80% e o nivel de significancia de 5%.
_[2(ZPower+ Z1-a) ,
2(u1-p2))/o

Eq 1

Onde: *Zpower = Poder estatistico; Z1-«=quantil 1-a da distribuicdo normal; a =
nivel de significancia; u1— py2 = Diferenca média entre as duas populagdes; ¢ =

desvio padrao.Fonte: Rohrig et al., 2010.
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3.2.2. Delineamento Experimental

Este estudo de intervengao caracterizou-se por ser um ensaio clinico néo
randomizado, prospectivo e paralelo. As variaveis independentes
corresponderam a ingestao e a ndo ingestao de linhaga. Os niveis foram os tipos
de intervencdo: grupo experimental linhaga marrom (LM), grupo experimental
linhaca dourada (LD) e grupo controle (GC). As variaveis dependentes
corresponderam aos diferentes parametros (antropométricos, inflamatérios,
perfil lipidico e estresse oxidativo) que foram avaliados. As unidades
experimentais foram as mulheres em fase de perimenopausa e menopausa.

As participantes foram distribuidas em grupos (controle, linhaga marrom,
linhaca dourada), de acordo com o IMC (indice de Massa Corporal), para garantir
a homogeneidade dos grupos.

O periodo de intervencéo foi de 12 semanas, no qual foram realizados
encontros com as participantes na primeira semana (respectivo ao tempo T1),
na terceira semana (T3), na sétima semana (T7) e na décima segunda semana
(T12). Em todos os tempos foram coletados dados antropométricos, pressao
arterial. Nos tempos T1 e T12 foi realizada a coleta de amostra de sangue
endovenoso, para analises de parametros bioquimicos. No tempo T1 foi
entregue o plano alimentar.

O grupo controle recebeu um plano alimentar com restricao de 250 kcal e
orientagdo nutricional. Os demais grupos experimentais receberam linhaca
marrom ou dourada, como descrito abaixo:

A. Grupo Controle (GC) (n=10): Plano alimentar com restricdo de 250 kcal +
orientacdes nutricionais.

B. Grupo Linhaga Marrom (LM) (n=9): Plano alimentar com restrigdo de 250
kcal + 40 g de farinha de linhaga marrom + orientagdes nutricionais.

C. Grupo Linhaca Dourada (LD) (n=11): Plano alimentar com restricao de

250 kcal + 40 g de farinha de linhaga dourada + orientagbes nutricionais.
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Delineamento Experimental

Pré-intervencdo - Intervengao
T1
+ (Coletadesangue endovenoso
Divulgacdo da Pesquisa » Antropometria

*  PressdoArterial

- - * PlanoAlimentar
Consulta Pré-Selegdo » Orientagio MNutricional

* Entregadaurina 24 horas

*  Protocolo de Atendimento

Mutricional T3/717

* Informagtes Gerais *  Antropometria

* HistogriaClinica *  PressdoArterial

*  Antropometriae *  PlancAlimentar
Bioimpedancia * QOrientagdo Nutricional

*  Critérios deinclusdo/exclusdo
* Registro Alimentar

* (Coletadesangue endovenoso

+  Antropometria e Bioimpedancia
* PressdoArterial — —
* Registro Alimentar

*  Orientagdo Nutricional

*  Entregadaurina 24 horas

Figura 2. Delineamento Experimental

3.2.3. Selegao das voluntarias

O estudo foi realizado com mulheres em fase de perimenoupausa e
menopausa da cidade de Alegre e Cachoeiro de Itapemirim, ES. Para o
recrutamento das participantes foram distribuidos panfletos informativos sobre a
pesquisa. As consultas com as participantes foram desenvolvidas na Clinica
Escola do CCA/UFES e no Centro de Reabilitagdo do Centro Universitario Sao
Camilo.

As voluntarias interessadas passaram por uma consulta de pré-selecao,
na qual foi aplicado um questionario para obtencao de informagdes gerais. Além
disso, foram aferidos parametros antropomeétricos, pressao arterial e coletadas
amostras de sangue capilar utilizando ACCUTREND PLUS® (para avaliagao de
colesterol total, glicemia e triacilglicerois).

Ao total 122 mulheres mostraram interesse em participar no estudo, das
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quais 77 compareceram na consulta de pré-selegao. Dessas 77 mulheres, 46
nao atenderam os critérios de inclusdo ou cumpriam com alguns critérios de
exclusdo. Ao final, foram selecionadas 31 mulheres, das quais uma nao se
apresentou na ultima consulta, concluindo o estudo um total de 30 mulheres.
Foram considerados os seguintes critérios de inclusao: foram incluidas no
estudo as mulheres com idade entre 40 e 55 anos e com IMC entre 25 e 34,9
kg/m2 (sobrepeso e obesidade grau I) (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2000), e foram excluidas as mulheres que faziam uso de medicamentos que
pudessem interferir com os resultados da pesquisa (terapia de reposicéao
hormonal, anti-inflamatorios, antibidticos, antiacidos, hipocolesterolemiante,
hipoglicemiante), uso de suplementos alimentares (calcio, vitamina D), que
possuissem alergia a linhaga, diagnostico de cancer, endometriose, osteopenia,
osteoporose, doencga cardiovascular, hepatica ou 21 renal, diabetes mellitus,
dislipidemia e uso de marca-passo. Além disso, foram excluidas as mulheres que
apresentavam colesterol total 2240 mg/dL, triacilglicerois 2140 mg/dL e glicemia
em jejum =127 mg/dL (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2007).

3.3. Cuidados éticos

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
com Seres Humanos (CEP) do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade
Federal do Espirito Santo (UFES), Parecer Consubstanciado n° 632.531 do
30/04/2014. As participantes foram informadas sobre os objetivos da pesquisa,
os protocolos e os procedimentos a serem realizados, bem como os riscos e
beneficios de sua participagao. A participagao foi condicionada a assinatura do

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

3.4. Avaliagao dietética

As voluntarias foram instruidas quanto ao preenchimento do Registro
Alimentar na consulta de pré-selegdo. O Registro foi realizado no periodo T1 e
T12, durante as 24 horas de dois dias de consumo tipico (por exemplo: terga-

feira e quinta-feira) e um dia de consumo atipico (por exemplo: domingo). Foi
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calculada a quantidade ingerida de calorias (kcal), carboidratos (g), proteinas (g),
gordura total (g), fibra alimentar (g), acidos graxos saturados (g), acidos graxos
mono-insaturados (g) e acidos graxos poli-insaturados (g), utilizando como
referéncia a Tabela Brasileira de Composi¢cao de Alimentos (TACO) (NEPA-
UNICAMP, 2011) e Tabela para Avaliagdao de Consumo Alimentar em Medidas
Caseiras (PINHEIRO et al., 2004).

Com os dados do primeiro Registro Alimentar foi determinada a média do
consumo caldrico de cada participante. Em seguida, foi elaborado um plano
alimentar com restricdo de 250 kcal por dia com relagédo ao consumo caldérico
determinado com o Registro Alimentar, visando atingir uma perda de 1 kg de
peso corporal ao més.

Em todos os encontros foram oferecidas orientagées nutricionais gerais
padronizadas para os trés grupos. As voluntarias dos grupos linhaga marrom e
dourada foram orientadas a ndo consumir alimentos ricos em fibras, como aveia,
granola, linhacga, farelo de trigo, e frutas oleaginosas, devido a possiveis
interferéncias nos resultados. E o grupo controle foi orientado a ndo consumir
linhaga.

Além disso, foi realizado Recordatério de 24 horas nos tempos T3 e T7 da

pesquisa, para melhor acompanhamento dietético.

3.5. Fornecimento da linhaga

As linhagcas marrom e dourada foram fornecidas na forma de farinha (40
g em pacotes individuais) para incorporagao em diversas preparacdes durante o
dia.

As sementes de linhaca foram trituradas no Laboratério de Técnica
Dietética do CCA/UFES e do Centro Universitario Sdo Camilo e armazenado em
embalagens individuais de polietleno e estocado em temperatura de
refrigeracdo (2 a 8° C). As embalagens de farinhas foram devidamente
etiquetadas contendo o nome da voluntaria, o dia da semana em que deveria ser
consumida e foram distribuidas semanalmente.

As mulheres foram orientadas a consumir toda a porgao (40 g/dia) e a

devolver as sobras, para controle de consumo. No entanto, as voluntarias
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relataram ter consumido toda a porgao diaria fornecida.

3.6. Avaliagao antropométrica

A afericdo do peso foi realizada em balanga de bioimpedancia bipolar
Tanita IronMan InnerScan Body Composition Monitor BC553 (Tanita®)
capacidade de 150 kg e precisdo de 100 g, utilizando o minimo de roupa
possivel. A altura foi determinada utilizando-se um estadidmetro portatil vertical
milimetrado Altura exata®, com limite de 2,13 m e precisdo de 1,0 mm. Em
ambas as situacdes as mulheres ficaram na posicao ortostatica, descalgas, com
os calcanhares juntos, costas retas, com os bragos relaxados e estendidos ao
longo do corpo e a cabega no plano horizontal (Ministério da Saude - MS, 2011).
Com os dados obtidos foram calculados o indice de massa corporal (IMC), que
relaciona o peso (kg) e a altura (metros) ao quadrado, o qual foi classificado de
acordo com WORLD HEALTH ORGANIZATION (2000), como mostrado na
Tabela 1.

Tabela 1. Classificacdo de IMC para adultos

Classificacao IMC
Baixo Peso <18,5
Peso Normal 18,5-24,99
Excesso de Peso 25,00-29,99
Obesidade tipo | 30,00-34,99
Obesidade tipoll 35,00-39,99
Obesidade tipo Il =40,00

Fonte: World Heath Organization, 2000.

A circunferéncia da cintura (CC) foi obtida utilizando-se uma fita inelastica
inextensivel com precisao de 1,0 mm (Cescorf®). A CC foi realizada no ponto
médio entre Ultimo arco costal e a crista iliaca antero-superior (MINISTERIO DA
SAUDE, 2011). A classificacéo da circunferéncia cintura foi conforme o proposto
pelo WORLD HEALTH ORGANIZATION (2008), mulheres com circunferéncia da
cintura maior que 80 cm foram classificadas com risco aumentado de

complicagbes metabdlicas e aquelas com circunferéncia da cintura maior que 88
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cm foram classificadas com risco substancialmente aumentado de complicagdes

metabdlicas, como demonstrado na Tabela 2.

Tabela 2. Classificagdo da circunferéncia da cintura associado a complicagdes

metabodlicas em mulheres.

Risco de complicacbes metabdlicas Circunferéncia da cintura
Aumentado >80 cm
Aumentado substancialmente >88 cm

Fonte: World Heath Organization, 2008.

O percentual de gordura corporal foi determinado por meio do método da
bioimpedancia elétrica - BIA utilizando o aparelho Biodynamics® modelo 310
(BIO). A participante avaliada foi deitada em decubito dorsal e os eletrodos
colocados em locais bem definidos apds limpeza com alcool. Um eletrodo
emissor sera colocado préximo a articulagdo metacarpo-falangeano da
superficie dorsal da méo esquerda e o outro distal do arco transverso da
superficie superior do pé esquerdo. Um eletrodo detector foi colocado entre as
proeminéncias distais do radio e da ulna do punho esquerdo e o outro entre os
maléolos, medial e lateral do tornozelo esquerdo (ASSOCIACAO MEDICA
BRASILEIRA E CONSELHO FEDERAL, 2009; REIS et al., 2011).

Para né&o interferir na avaliacdo da tetrapolar, alguns cuidados foram
tomados antes e durante o exame, como calibrag&o correta do aparelho; jejum
de 4 horas, abstinéncia alcodlica de 8 horas, abstinéncia de atividade fisica e
sauna por 8 horas, esvaziamento da bexiga antes do exame; temperatura do
ambiente em torno de 22°C; observancia do ciclo menstrual; utilizacido de
material isolante, como toalha entre as pernas; impedimento de contato com
superficie metalica (EICKEMBERG, 2011). Os dados foram classificados de
acordo com Gallagher et al. (2000), como mostra a Tabela 3.
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Tabela 3. Porcentagem de gordura corporal em mulheres

IMC 18,5- IMC 25,0-

dade IMC <18,5 24.9 29.9 IMC 230
(Baixo Peso) (Normal) (Pré-obeso) (Obesidade)

40-59 anos <23 24-33 34-39 240

60-79 anos <24 25-35 36-41 242

Fonte: Gallagher et al., 2000.

3.7. Avaliagao clinica

A afericdo da pressao arterial seguiu os procedimentos ditados pelas VI
Diretrizes Brasileiras de Hipertensao Arterial de acordo com Sociedade Brasileira
de Cardiologia (SBC, 2010). Foi considerada pressdo normal quando a presséo
arterial sistélica (PAS) for menor do que 120 mmHg e a pressao arterial diastdlica
(PAD) menor que 80 mmHg. O procedimento foi realizado de acordo com o
método auscultatorio, no qual, para a medida, foi utilizado estetoscopio BD
(modelo Duo Sonic®) e esfignomandmetro BD (Solidor®), aparelho composto
por um manguito inflavel de brago conectado a um marcador anerdide (ponteiro)
(POLITO e FARINATTI, 2003). As aferi¢gdes foram feitas em ftriplicata utilizando
a média, com as pessoas sentadas, com braco apoiado sobre uma mesa a altura
do coracgao. A classificagcao da pressao arterial sera conforme o pela Sociedade

Brasileira de Cardiologia (2010), de acordo com a Tabela 4.
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Tabela 4. Classificagdo da pressao arterial em adultos

Categoria PA sistolica (mmHg) PA diastdlica
(mmHg)

Otima <120 <80

Normal <130 <85

Limitrofe 130-139 85-89

Hipertensao 140-159 90-99

Estagio 1

Hipertensao 160-179 100-109

Estagio 2

Hipertensao 2180 =110

Estagio 3

Hipertensao 2140 =90

Estagio 4

Fonte: Sociedade Brasileira de Cardiologia (2010).

3.8. Avaliagao bioquimica

Para a coleta de sanguinea, as voluntarias foram orientadas a realizarem
jejum de 12 horas, a qual foi realizado por profissional bioquimico apto e treinado.
Para isso, foram utilizadas seringas, agulhas e tubos descartaveis para a coleta
de 10 mL de sangue. As amostras sanguineas foram coletadas mediante puncao
endovenosa na veia anticubital mediana. Apos, o sangue foi imediatamente
submetidos a centrifugagao por 15 minutos entre 3.500 rpm, para separagao de
soro e plasma (MINISTERIO DA SAUDE, 2010), e foram armazenados em tubos
com gel separador e congelados a -80°C para as analises subsequentes. A
coleta foi realizada na UFES/CCA e no Centro de Reabilitagcdo Sao Camilo, e as
amostras ficaram armazenadas no Laboratério de Nutricdo Experimental (a -80
°C).

3.8.1. Marcadores de perfil lipidico
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As dosagens de colesterol total, HDL-c e triacilglicerdis foram realizadas
em triplicata por procedimentos de rotina, utilizando-se kits enzimaticos
colorimétricos da Bioclin®. O conteudo de LDL-c foi estimado pela Equacéo de
Friedewald et al. (1972):

LDL colesterol (mg/dL) = Colesterol total — HDL-c — (Triacilglicerdis /5).

Foi calculada também a razdo Colesterol total/HDL (CT/HDL) e razéo

Colesterol LDL/HDL (LDL/HDL).

3.8.2. Marcadores de estresse oxidativo sanguineo

Como indicador de estresse oxidativo foi realizada a dosagem sérica de
malondialdeido (MDA), por técnica colorimétrica, utilizando-se kit comercial —
método TBARS (Thiobarbituric Acid Reactive Substances) da marca BioAssad
Systems®, seguindo as instru¢des do kit, utilizando comprimento de onda de 535
nm.

A dosagem plasmatica de LDL oxidada (LDL-ox) foi realizada por ensaio
imunoldgico, Enzime Linked Immunosorbent Assay — ELISA, da marca Cloud

Clone Corp.®, mediante a utilizacdo de kit de analise especifico.

3.8.3. Capacidade antioxidante total do plasma

A capacidade antioxidante total do plasma foi aferida por ensaio
colorimétrico mediante a utilizagao de kit de analise especifico, que se baseia na
reducdo do Cu?* em Cu*, com comprimento de onda de 570 nm. A analise foi
conduzida conforme instru¢des do fabricante do kit comercial, da marca

BioAssad Systems®.

3.9. Andlise estatistica

Foram realizadas comparag¢des entre os grupos e entre os individuos do
mesmo grupo antes e apos a intervengdo. Para avaliar a normalidade dos
resultados foi realizado o teste de Kolmogorov-Smirnov, e estabelecer se os

dados seguem uma distribuicdo paramétrica ou ndo paramétrica.
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Para analise dos resultados com distribuicdo paramétrica foram aplicados
os testes estatisticos Analise de Variancia (ANOVA) acompanhada pelo teste de
Tukey para testar as diferengas nos valores médios entre os grupos. Foi aplicado
o teste t pareado para comparagao de todos os parametros para 0 mesmo
individuo, utilizando os dados iniciais e finais do estudo.

Um valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo. As

analises serao realizadas com auxilio do programa Graph Pad Prism verséo 6.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Caracterizagao fisico-quimica das linhagas marrom e dourada

A composicéao fisico-quimica das sementes de linhaga marrom (LM) e
linhaca dourada (LD) trituradas e percentual de ingestdo diaria recomendada
(IDR) na porgéo de 40 g de linhaga para mulheres adultas estdo expressos na
Tabela 5.

Pode-se observar que as farinhas de linhaca marrom e dourada sao
praticamente idénticas quanto seu valor energético, teor de lipideos,
carboidratos e cinzas. Havendo uma pequena variagao somente para o conteudo
de proteinas e umidade.

Resultados semelhantes foram encontrados em outros estudos (Mueller,
2007; Novello, Pollonio, 2012; BARROSO et al, 2014).
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Tabela 5. Composicao fisico-quimica das farinhas das linhagas marrom e linhaga dourada em base umida, e percentual diario
recomendada (DRI) da porcao de 40 g de linhaga para mulheres adultas

Farinha Farinha IDR %IDR (Porcéo 40 g)

Linhagca Marrom  Linhaga Dourada Mulheres 40-55 anos LM LD
Valor Energético Total (kcal/100g) 530,1 518,4 GET= 1884Kcal 11|,(2C6(1|2)12 11,0 (207 keal)
Carboidratos - incluindo fibras (g/100g) 34,71 30,28 130 g 10,6 (13,8 g) 9,3(12,19)
Fibra Alimentar Total (g/100g) 27,88 28,56 40-50 anos =259 44,6 (11,1 9) 45,7 (11,4 g)

51-55 anos = 21g 53,1 (11,1 g) 54,4 (11,4 g)

Fibra InsolGvel (g/100g) 23,67 27,18 ND NA NA
Fibra Solavel (g/100g) 4,2 1,38 ND NA NA
Proteina (g/100g) 2491 29,71 46 g 21,66 (9,9 g) 25,83 (11,8)
Umidade (g/100g) 4,77 5,47 NA NA NA
Cinza (g/100g) 3,21 3,6 NA NA NA
Lipidios (g/100g) 32,4 30,94 ND NA NA
Acidos Graxos (g/100g)
Acido palmitico (C16:0) (g/100g) 1,95 1,48 ND NA NA
Acido esteérico (C18:0) (g/100g) 1,56 1,18 ND NA NA
Acido oléico (C18:1) (g/100g) 6,03 7,63 ND NA NA
Acido linoleico (C18:2n6) (g/100g) 4,06 4,73 40-50anos =129  133(1609) 15,0 (1.8 9)
, 51-55anos=11g 14,5 (1,6 g) 16,3 (1,8 g)
Acido a-linolénico (C18:3n3) (g/100g) 16,48 13,66 11g 590,9 (6,5 g) 490,9 (5,4 9)

IDR, Ingestao Diaria Recomendada; GET, Gasto Energético Total; LM, Linhaga Marrom; LD, Linhaga Dourada; Nao aplica; ND, Nao Determinado.

*Valores da Média.

GET Mulheres=19 anos= 354 - (6,91xindade[a]) + Atividade Fisica x [(9,36 x peso [kg]) + (726xestatura[m])]. Calculo realizado com valores médios de idade, peso e

estatura das voluntérias participantes.
Fonte: INSTITUTE OF MEDICINE, 2066, 2011.
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Novello, Pollonio (2012) encontraram teores menores de proteina, 27
g/100mg e 23 g/100mg para linhaga marrom e linhaga dourada,
respectivamente. E valores proximos quanto ao teor de lipideos (LM= 37 g/100g
e LD=36 g/100g) e umidade (5 g/100g e 4 g/100g). Mueller (2010) também
encontrou teores menores de proteina, 23 g/100g para linhaga marrom e
dourada. E valores parecidos para carboidrato (LM=28 g/100g e LD= 33 g/100g)
e cinza (LM=4 g/100g e LD=3 g/100g).

Ganorkar; Jain (2012) e Ostojich; Sangronis (2012) encontraram valores
préximos ao encontrados neste estudo para o conteudo de fibra alimentar, em
torno de 27-33 g/100g.

O conteudo de lipideos determinado foram semelhantes ao encontrado no
estudo de Novello; Pollonio (2012). Pode-se observar que a linhaga marrom tem
maiores teores de acido graxo palmitico (C16:0), estearico (C18:0), a-linolénico
(C18:3n3), enquanto a linhaca dourada possui maiores teores de linoléico
(C18:2n6) e oléico (18:1). A linhaca marrom se destacou por apresentar maiores

concentracdes de a-linolénico (C18:3n3).

Foi obtido comparando com a IDR o percentual de calorias e nutrientes
encontrados por por¢ado de 40 gramas de linhaga (INSTITUTE OF MEDICINE,
2006, 2011) para mulheres entre 40 e 55 anos. Verificou-se que a LM
proporciona 212 kcal e a LD 207 kcal por porgao, e este conteudo cal6rico
corresponde a aproximadamente 11% da IDR. Deste modo, seguindo o
regulamento técnico sobre informacgao nutricional complementar a linhaga pode
ser considerada um alimento com alto valor energético, pois fornece acima de
40 kcal/porgéo (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2012).

O aporte de carboidratos em cada por¢ao de 40 g corresponde a 13,8 e
12,1 g para a LM e LD, respectivamente, valores levemente inferiores ao
equivalente de uma porcao de carboidratos (15 g/porg¢ao). Enquanto para o
conteudo de fibra alimentar, tanto a linhaca marrom como a linhaga dourada
podem ser considerados alimentos com alto conteudo de fibra (25 g/porgéo)
(ANVISA, 2012), por proverem 11,1 e 11,4 g por porgao, respectivamente. Assim,
a porgao de 40 g de linhaga marrom e dourada proporcionam entre 44,6-54,4%

da IDR de fibra alimentar para mulheres entre 40 e 55 anos. Ambos os tipos de
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linhaga proporcionam quantidades consideraveis de proteina, sendo que tanto a
LM como a LD podem ser classificadas como alimentos fontes de proteina (6-
11,9 g/porgéo) (ANVISA, 2012), por proverem 9,9 g (21,6% da IDR) e 11,8 g

(25,8% da IDR) por por¢ao, respectivamente.

A IDR de lipidios para pessoas adultas n&o foi definida (INSTITUTE OF
MEDICINE, 2006). Os 4acidos graxos analisados correspondem
aproximadamente a 97% do total de acidos graxos das variedades de linhaga.
Ambas as linhagas podem ser consideradas alimentos com baixo conteudo em
gorduras saturadas, por fornecerem <1,5 g por porgdo (ANVISA, 2012). Ainda,
sdo alimentos fonte de acido oléico (2,0-3,9 g por porgéo) e linoleico (1,5-2,9 g
por por¢cao), e com alto conteudo de acido a-linolénico (>0,6 g por porgao)
(ANVISA, 2012). A IDR para o acido palmitico, estearico e oléico nao foi definida
por ndo serem acidos graxos essenciais e por nao terem fungdes conhecidas na
reducdo do risco de doencgas cronicas (INSTITUTE OF MEDICINE, 2006). Em
relacdo ao acido linoleico, cada porgao de 40 g proporcionou entre 13,3-16,3%
da IDR, e o acido a-linolénico excede entre 390,9-490,9% a IDR para mulheres
entre 40 e 55 anos. E pesquisas afirmam que o a-linolénico, ALA, esta
relacionado com a diminuicdo de estresse oxidativo e disfuncdo endotelial,
diminuindo o risco de desenvolvimento de doencas cardiacas (ZHAO et al, 2004;
GIANLUCA et al 2013).

Portanto, ambas as linhacas podem contribuir em relagdo ao conteudo
caldrico, protéico, fibra alimentar e de acidos graxos mono e poli-insaturados,
melhorando a qualidade da alimentacdo (ANVISA, 2012).

Na Tabela 6 estdo apresentados os dados obtidos das analises de

atividade antioxidante e contetido fendlico total.
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Tabela 6. Caracterizagdo das farinhas de linhaca marrom e dourada quanto a
atividade antioxidante e compostos fendlicos totais.

Variaveis Farinha Linhaga Farinha Linhaca p
Marrom Dourada
MédiatDP MédiatDP
Atividade Antioxidante 30,38+2,16 18,8511,49 <0,0001
(umols Trolox/g)
Compostos Fenolicos 1442,61+£45,47 1354,27+191,41 0,2419

(mg de AGE/g)

p=0,05 indica diferenca significativa para o teste t

As farinhas de linhaga diferiram-se estatisticamente (p < 0,05) quanto a
atividade antioxidante, mas néao diferiram quanto a concentragao de compostos
fendlicos (Tabela 6). A farinha de linhaga marrom apresentou maior atividade
antioxidante utilizando o mesmo método ABTS, Alvarenga (2012) ndo encontrou
diferenga estatistica para linhaga marrom e dourada, divergindo dos resultados
encontrados no presente estudo.

Estudos analisando atividade antioxidante das farinhas de linhaca
utilizando outros métodos, como DPPH (BARROSO et al, 2014) e pelo método
B-caroteno/acido linoleico (ALVARENGA, 2012) também n&o encontraram
diferenca estatistica entre a atividade antioxidante das linhagas marrom e
dourada. Galvado et al. (2008) afirmam que estudos sobre a atividade
antioxidante da linhaga existentes apresentam metodologias distintas ou séo
especificos, analisando componentes de maneira isolada, como compostos
fendlicos, lignana ou ALA.

Barroso et al, 2014 também n&o encontrou diferenca estatistica em
relacdo aos valores encontrados de compostos fendlicos totais, 1332+0,09 mg
de AGE/100g e 1039+0,21 mg de AGE/100g, para linhaga marrom e dourada,
respectivamente. Enquanto Alvarenga (2012) observou valores mais elevados
para linhagca marrom ao analisar as sementes.

A composigao centesimal das farinhas pode variar em decorréncia das
caracteristicas ambientais de cultivo, como solo e clima, relacionadas a sua
origem, fatores genéticos (MORRIS, 2007), bem como o estagio de

desenvolvimento da semente.
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4.2. Estudo Clinico
4.2.1. Caracterizacao dos grupos experimentais

As mulheres apresentavam idades variando entre 44-54 anos, com média
de 49 anos, presenca de sobrepeso e obesidade tipo | nos grupos experimentais,
de acordo com o IMC e %GC (GALLAGHER et al., 2000; WHO, 2000), assim
como risco substancialmente aumentando de apresentar complicagdes

metabdlicas associadas ao incremento da CC (WHO, 2008).

4.2.2. Avaliagao da ingestao de energia, macronutrientes, fibra alimentar e

acidos graxos das mulheres

A ingestdo de energia, macronutrientes, fibra alimentar e acidos graxos
saturados (SFAs), mono (MUFAs) e poli-insaturados (PUFAs) das participantes,
antes e apdés 12 semanas de intervencdo, pode-se verificar na Tabela 7. E
importante mencionar que as mulheres dos grupos LM e LD consumiram em sua
totalidade as 40 g/dia da farinha de linhaga fornecida durante o periodo de
intervencao. Nao houve diferengas significativas entre os tempos finais e iniciais
e nem entre os grupos (p > 0,05) nos dados referentes a ingestao de calorias,

proteinas, carboidratos, lipidios e SFAs.

Aingestao de MUFAs s6 mostrou alteragdes significativas entre os grupos
no tempo 12 de intervencgao. Foi observado aumento significativo na ingestao de
fibra alimentar e de PUFAs nos grupos LM e LD, assim como diferengas entre
os grupos (p < 0,05) apds 12 semanas de intervencdo e no delta. Pode ser
observado que o grupo controle apresentou restricdo média de 337 kcal/dia, o
qual excede a restricao de calorias programada (250 kcal/dia). Os grupos LM e
LD apresentaram restricao média de 156 e 100 kcal/dia, respectivamente, sendo
menor que a restricao planejada. Mas a ingestao cal6rica nos grupos controle e

LD foi semelhante ao finalizar o periodo de intervengao.

Os grupos controle e LD mostraram redugédo semelhante na ingestao de
proteinas (11 g/dia) e lipidios (8 g/dia) apds 12 semanas de intervengao, e o
grupo LM apresentou diminuigdo aproximada de 4 g/dia na ingestao proteica e
incrementou 1,5 g/dia a ingestao de lipidios. Ao comparar os valores de delta o
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grupo controle apresentou redugao maior (19-67%) na ingestédo de carboidratos,
em comparagdo com os grupos LM e LD, mas ao finalizar a intervengao, a
ingestdo de carboidratos foi semelhante nos grupos GC e LD. O incremento
significativo na ingestao de fibra alimentar e PUFAs nos grupos LM e LD, apés o
periodo de intervengao, foi resultado do alto conteudo de fibra e acido a-

linolénico fornecida por ambas variedades da semente de linhaca.
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Tabela 7. Ingestao caldrica, de macronutrientes, fibra alimentar e acidos graxos saturados, monoinsaturados e poli-insaturados das
mulheres no inicio e no final da interveng¢ao, de acordo com 0s grupos experimentais

o Grupo Controle (n=10) Grupo Linhagca Marrom (n=9) Grupo Linhaca Dourada (n=11) P
Variaveis Tempos L L. L
MédiaxDP p MédiatDP P MédiatDP p Inicio T12 A
j- Inicio  1696%632,2 1851+397 1483+401,4
Consumo Calo 0,165 0,3257 0,2313
rico (kcal) T12  13594554,7 1694+373,8 1383+290,7 02583 0.1725 05414
A 337,54706,1 -156,6+448,7 -100,1+260,6
; Inicio  74,71+32,11 78,66+£19,31 70,71+£26,66
Proteina (g) 0,2777 0,6549 0,2917
T12  63,77+21,93 74,19+28,48 59,51+19,01 08048 03694 08666
A 10,95+29 96 -4,46+28,86 -11,2+33,38
. Inicio  241,6+97,19 268,3t64,72 204,1+£54,33
Carboidratos (g) 0,1214 0,0894 0,2587
T12  185,8+79,22 223,4£70,37 185,8+53,99 01678 03953 05237
A 55.82+103,2 -44,88+69,67 -18,26+50,58
i i Inicio 12,03+5,06 19,42+7,81 10,42+3,52
Fibra Alimentar 0,4629 0,0335 <0,0001
(9) T12  10,44+5,56 25,47+3,00 21,69+3,28 0,0034% <0,00012b 0,00032b
A -1,59+6,58 6,04+7,07 11,26+5,27

A, Delta; T12, Tempo 12.

p<0,05 indica diferenga significativa para o teste t pareado, entre os tempos iniciais e finais.

P<0,05 indica diferencga significativa entre os grupos pela ANOVA unifatorial complementado com teste de compara¢es multiplas de Tukey.
aControle -vs- Linhaga Marrom / ®Controle -vs- Linhaga Dourada/ ¢ Linhaga Marrom -vs- Linhaca Dourada.
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Tabela 7. Ingestao caldrica, de macronutrientes, fibra alimentar e acidos graxos saturados, monoinsaturados e poli-insaturados das
mulheres no inicio e no final da intervenc&o, de acordo com os grupos experimentais (cont.)

L Grupo Controle (n=10) Grupo Linhaga Marrom (n=9) Grupo Linhaga Dourada (n=11) P
Variaveis  Tempos o o o .
MédiatDP p MédiaxzDP P MédiatDP p Inicio T12 A
Lipideos Inicio 47,89+18,43 51,01+14,24 52,12+36,21
0,2924 0,8012 0,4736
(@) T12 40,06+22,27 52,61+16,67 43,44+14,88 0,9276 0,31 0,6889
A -7,82422,14 1,59+18,43 -8,68+38,69
Inicio 14,34+4,92 17,32+4,36 13,18+6,44
SFAs () 0,4436 0,2323 0,5852
T12 12,3747,30 14,91+4,89 11,9745,85 0,2376  0,5326 0,9254
A 1,97+7,77 -2,41+5,60 -1,21+7,11
Inicio 10,1244,99 12,06+4,39 9,14+4,24
MUFAs (g) 0,3991 0,4237 0,6171
T12 8,42+4,45 13,75+4,01 10,02+3,74 0,3692 0,0251a 0,4282
A -1,6946,06 1,68+6,00 0,87+5,64
Inicio 4,11+1,83 6,12+3,26 5,02+2,83
PUFAs (9) 0,9209 0,002 0,0001
T12 4,22+3,54 14,1744,05 13,71+3,68 0,2845 <0,0001%* 0,0003ab
A 0,11+3,46 8,0515,37 8,68+4,71

SFAs, Saturados; MUFAs, Acidos Graxos Monoinsaturados; PUFAs, Acidos Graxos Poli-Insaturados; A, Delta; T12, Tempo 12.
p<0,05 indica diferenga significativa para o teste t pareado, entre os tempos iniciais e finais.
P<0,05 indica diferenga significativa entre os grupos pela ANOVA unifatorial complementado com teste de comparacdes multiplas de Tukey.

aControle -vs- Linhaga Marrom / ®Controle -vs- Linhaga Dourada/ ¢ Linhaga Marrom -vs- Linhaga Dourada.
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4.2.3. Perfil antropométrico, composigao corporal e clinico das voluntarias

De acordo com os dados apresentados na Tabela 8 ndo houve diferenca
estatistica estre os grupos quanto a ingestao ou n&o de linhaga e nem entre as
variedades de linhaca testadas.

Em relacdo aos tempos finais e iniciais, o grupo controle apresentou
reducao para peso (p<0,05) e massa gorda (p<0,05).

Quanto as que ingeriram linhaga, houve diminui¢cdo da circunferéncia da
cintura (p<0,05) para o grupo que ingeriu linhaga marrom. No grupo que ingeriu
linhaca dourada constatou-se redugéao de peso (p<0,05), IMC (p<0,05), massa
gorda (p<0,05) e circunferéncia da cintura (p<0,05). Quanto ao IMC é possivel
verificar que as mulheres do grupo LD sairam da classificacdo de obesidade |
para sobrepeso apds o periodo de intervencgao.

Estes resultados divergem do estudo de LUCAS et al (2002), que ao
avaliar o consumo de 40 g de linhaga dourada por 3 meses nao encontrou
diferenca estatistica quanto ao IMC e peso utilizando mulheres na pos-
menopausa.

A redugao no peso corporal e MG nos grupos controle e LD, assim como
no IMC neste ultimo grupo, pode ser atribuido a adeséo das participantes ao
plano alimentar, devido ao fato de ambos os grupos apresentarem ingestao
semelhante de calorias, proteinas, carboidratos e lipidios apos 12 semanas de
intervengao.

A reducdo dos parametros de peso, IMC e massa gorda podem ser
atribuidos também a constituintes presentes na linhaga, como as fibras soluveis
e insoluveis. A fibra soluvel esta relacionada ao aumento da sensibilidade a
insulina e diminuigdo do esvaziamento gastrico promovendo maior saciedade, e
com isso ocorrendo diminuicdo da fome (CHEREM; BRAMOSRKI, 2008).
Enquanto as fibras insoluveis contribuem para o aumento do volume do bolo
fecal, reducao do tempo de transito intestinal, retardo da absorcao de glicose e
gordura, promovendo menor ingestdo caldrica (CATALANI, 2003; BLOEDON,
2004; TACO, 2011).

Foi verificado redugao significativa na CC para os grupos LM e LD. Este

fato pode estar associado a acdo de compostos bioativos, como o

40



secoisolariciresinol diglicosideo (SDG). Fukumitsu et al. (2010) demostrou que a
ingestao de 100 mg/dia de secoisolariciresinol diglicosideo (SDG) proveniente
da linhaca (equivalente a 7,5 g de linhaga/dia, durante 12 semanas) diminuiu
significativamente a circunferéncia da cintura em pessoas adultas, mas nao
modificou o peso corporal e IMC, o qual concorda com os resultados deste
estudo. Portanto, o consumo de 40 g/dia de linhagca marrom ou dourada
possivelmente ajudou a promover a redugédo da CC nas voluntarias, contribuindo
para a diminuicdo do risco de complicagdes metabdlicas associadas com o

incremento nos valores dessa variavel (World Health Organization, 2008).
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Tabela 8. Caracteristicas antropométricas, composi¢ao corporal e clinica das mulheres no inicio e no final da intervengéao, de acordo
com 0s grupos experimentais.

L Grupo Controle (n=10)  Grupo Linhaga Marrom (n=9) Grupo Linhac¢a Dourada (n=11) =)
Varidveis Tempos o . o
MédiazDP p MédiaxDP p MédiazDP p Inicio  T12 A
Inicio 75,84 £ 4,78 0,0069 78,21 £ 8,03 0,614 76,16 £ 8,90 0,007
Peso (kg)  T12 73,56 + 5,46 77,96 +7,21 74,05 + 9,23 0,7602 0,3964 0,0542
A -2,28+2,06 -0,25+1,46 -2,10+£2,07
IMC Inicio 29,19 £ 2,30 0.38 29,96 £ 2,40 0.7401 30,09 £ 3,37 0,0143
(kg/m?) T12 28,68 + 3,30 29,89 + 2,36 29,27 + 3,46 0,7419 0,7046 0,3967
A -0,51+1,76 -0,06+0,57 -0,80+0,90
Inicio 89,30 £ 3,97 0.1 94,56 + 6,15 0,0014 96,39 £ 11,20 0,0004
CC (cm) T12 87,10 + 5,72 92,17 +5,91 91,59 + 9,68 0,1291 0,2743 0,101
A -2,20+£3,79 -2,38+£1,49 -4,8+3,012
Inicio 46,53 + 2,30 0,956 48,64 + 5,51 0.6484 46,62 = 4,25 0.383
MM (kg) T12 46,49 + 1,95 48,23 + 5,56 45,98 + 3,71 0,472 10,4359 0,8471
A -0,04+2,22 -0,41+£2,60 -0,636+2,31

IMC, indice de Massa Corporal; MM, Massa Magra; CC, Circunferéncia da Cintura; A, Delta; T12, tempo 12.
p<0,05 indica diferenga significativa para o teste t pareado, entre os tempos iniciais e finais.

P<0,05 indica diferencga significativa entre os grupos pela ANOVA unifatorial complementado com teste de comparagdes multiplas de Tukey.
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Tabela 8. Caracteristicas antropométricas, composi¢ao corporal e clinica das mulheres no inicio e no final da intervengao, de acordo

com 0s grupos experimentais (cont.)

Grupo Controle (n=10)

Grupo Linhaca Marrom

Grupo Linhaca Dourada

Variaveis Tempos (n=9) (n=11) P
MédiatDP p MédiatDP p MédiatDP p Inicio T12 A
Inicio 28,81 + 3,62 0,0383 29,59 + 3,47 0.518 29,55 + 5,50 0,016
MG (kg) T12 27,07 + 4,09 29,24 + 3,00 27,16 + 5,70 0,9068 0,4945 0,1489
A -1,74+2.27 -0,34+1,52 -2,38+2,71
Inicio 37,78 £ 2,62 0,1606 37,82 £+ 2,53 0,746 38,44 + 3,32 0,066
%GC (kg)  T12 36,62 + 2,88 37,61+2.24 36,47 + 4,72 0,8397 0,749 0,3382
A -1,16+2,41 “0,2144+1,92 -1,970+3,171
PS Inicio 136+4 0.1746 122,33+4,301 0.877 132,72+6,338 0173
(mMmHg) T12 127+4,95 123,33+4,714 122,72+3,042 0,1854 0,7408 0,157
A -9+6,368 1+6,381 -10+7,03
- Inicio 85+4,014 0.7173 77,78+3,643 0,147 88,18+4,435 0.154
(mmHg) T12 83+3,667 84,44+2 422 80,942,113 0,2151 0,6716 0,0674
A -245,437 6,667+4,374 -7,273+4,912

MG, Massa Gorda; %, Percentual de Gordura Corporal; PS, Presséo sistolica; PD, pressdo Diastdlica; A, Delta; T12, tempo 12.
p=<0,05 indica diferencga significativa para o teste t pareado, entre os tempos iniciais e finais.
P<0,05 indica diferenca significativa entre os grupos pela ANOVA unifatorial complementado com teste de comparag¢des mdltiplas de Tukey.
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4.2.4. Perfil lipidico das voluntarias no inicio e depois do periodo de
intervencao

Quanto ao perfil lipidico (Tabela 9) n&o foi observada diferenca estatistica
significativa (p<0,05) entre os grupos analisados e nem entre os tempos finais e
iniciais de cada grupo. Entretanto, contatou-se diferenga significativa para o delta
do grupo linhaga dourada quanto ao parametro de LDL-c, com uma diferenga do
tempo final para inicial em torno de -10,66 mg/dL.

Resultados semelhantes também com voluntarias na menopausa foram
encontrados por Dodin et al (2005), no qual os autores incorporaram 40 g de
linhaca dourada na alimentagdo de mulheres canadenses durante 12 meses, e
ao final constataram reducao significativa das fragbes de CT e LDL-c. Patade et
al (2008), também verificaram diferenca significativa quanto aos valores finais e
inicias para colesterol total e LDL-c para linhaga dourada, em aproximadamente,
7% e 10%, respectivamente. Entretanto, os niveis de HDL e de triacilglicerdéis
permaneceram inalterados.

Saxeca e Katare (2015) trabalharam com 50 individuos com dislipidemia,
selecionados de maneira aleatéria, divididos em grupo controle e grupo
experimental. Para ambos foram prescritas orientacdes alimentares, entretanto,
somente o grupo experimental recebeu 30 g de semente de linhaga dourada em
po torrada, durante 3 meses. Os autores verificaram melhoria notavel em
medidas como peso e IMC, pressao arterial, redugéo de triacilglicerdis, LDL-c, e
VLDL-c, e elevagédo da HDL-c no grupo que consumiu linhaga.

Um ensaio semelhante foi realizado em 70 pacientes com hiperlipidemia.
Estes foram divididos aleatoriamente em dois grupos, intervencéao e controle, no
qual receberam planejamento alimentar e educagao de melhora de estilo de vida.
O grupo experimental recebeu 30 g por dia de farinha de linhaga dourada durante
40 dias. Os resultados demostraram que a linhaga foi eficaz na reducao de peso,
IMC, colesterol total, LDL-c e triacilglicerdis, mas nao foi observada alteragcao no
HDL (TORKAN; ENTEZARI; SIAVASH, 2015).
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Tabela 9. Perfil lipidico das mulheres no inicio e no final da intervengéo, de acordo com os grupos experimentais.

o Grupo Controle (n=10)  Grupo Linhaga Marrom (n=9)  Grupo Linhaga Dourada (n=11) P
Variaveis Tempos o o o
MédiaxDP p Média+DP p MédiaxDP p Inicio T12 A
Inicio 168,7+2+8,29 194,943,132 191,847,145
0,694 0,842 0,3646
CT (mg/dL) T12 174,4+11,45 197,3+7,15 181,20+7,577 0,6709 0,224 0,8312
A 5,65+14,14 2,40+11,83 -9,687+10,41
Inicio 56,07+3,351 57,62+4,16 59,16+3,699
0,399 0,9364 0,855
HDL (mg/dL) T12 59,99+9,629 58,06+3,504 60,32+3,200 0,8369 0,875 0,6081
A 3,91+4,528 0,44+5,43 1,157+4,89
Inicio 94,57+9,718 113,946,587 112+6,858
0,916 0,857 0,296
LDL (mg/dL) T12 96,16+11,18 115,547,178 101,40+7,178 0,183 0,2886 0,0142
A 1,59+14,81 1,64+8,95 -10,66+9,92
Inicio 90,32+13,29 117,1+19,02 114,40+20,48
0,97 0,95 0,486
TAG (mg/dL) T12 91,05+13,41 118,7+16,88 97,69+311,48 0,5466 0,3726 0,5261
A 0,73+18,89 1,62425,43 -16,72+23,56
Inicio 3,1740,3207 3,467940,2031 3,3940,2328
CT/HDL 0,726 0,999 0,395
(mg/dL) T12 3,01+0,93 3,4679+00,1840 3,10+0,2363 0,7077 0,439 0,3567
A -0,15+0,4355 0,00021340,274 -0,2885+0,331
Inicio 1,8240,2429 2,02+0,1198 1,99+0,197
L DL/HDL 0,711 0,9994 0,4202
+ + +
(ma/dL) T12 1,68+0,2429 2,02+0,1012 1,76+0,1012 08043 04843 03719
A -0,1416+0,3760 -0,0001159+0,1568 -0,227+0,2761

CT, Colesterol Total; HDL, Lipoproteina de Alta Densidade; LDL, Lipoproteina de Baixa Densidade; TAG, Triacilglicerol; CT/HDL, Razao Colesterol Total/ Lipoproteina

de Alta Densidade; LDL/HDL, Razao Lipoproteina de Baixa Densidade /Lipoproteina de Alta Densidade; A, Delta; T12, Tempo 12.
p=<0,05 indica diferenga significativa para o teste t pareado, entre os tempos iniciais e finais.
P<0,05 indica diferenca significativa entre os grupos pela ANOVA unifatorial complementado com teste de comparag¢des multiplas de Tukey.



Verifica-se que sao escassos trabalhos que utilizam a linhaga marrom em
experimentos. Entretanto, em um estudo realizado com mulheres entre 19 e 59
anos de idade, com IMC>25kg/m?, verificou-se que a ingestao de 20 g de farinha
de linhaga marrom por dia, durante 60 dias acarretou na reducgéo significativa de
TAG, HDL-c, LDL-c e CT (COUTO E WICHMANN, 2002). Assim, a linhaga
marrom quanto a dourada pode influenciar sobre o perfil lipidico sanguineo de
maneira favoravel, resultando na reducado dos indices aterogénicos. No entanto,
dada a escassez dos estudos, a influéncia da linhaca marrom merece ser melhor
estudada.

Os efeitos sobre a redugédo de LDL-c sanguineo podem ser atribuidos a
ao diglucosideo secoisolariciresinol (SGD) e as fibras existentes nas sementes
de linhagca. O SGD pode regular o metabolismo do colesterol, por atuar na
expressao da atividade da enzima que regula a sintese de sais biliares, a
colesterol-7-a-hidroxilase. Desta forma, acredita-se ocorrer maior excrecdo de
colesterol hepatico pelos sais biliares com o aumento da ingestdo de SGD
derivados da linhaca. Ainda, as fibras soluveis atuam reduzindo a absorcéo
intestinal de colesterol, por captar agua e formar géis, contribuindo com o retardo
do esvaziamento gastrointestinal e assim diminuem a absorgdo de glicose e
colesterol no intestino delgado (SPOSITO, 2007), consequentemente ocorre
menor captacao lipidica pelos enterocitos.

Além disso, as fibras podem se ligar aos acidos biliares e ao colesterol
durante a formacao de micelas no intestino, resultando em menor absorcao de
colesterol e no figado, atuam regulando o aumento da expresséo de receptores
de LDL. Estudos indicam que os produtos advindos de sua fermentagdo, como
acido propidnico, butirico e acético atuam na inibicado da sintese hepatica de
acidos graxos (SPOSITO, 2007; CHEREM; BRAMOSRKI, 2008;
EPAMINONDAS, 2009), enquanto as fibras insoluveis aumentam a excrecao
fecal de acidos biliares (CHEREM; BRAMOSRKI, 2008).

Ao final, pode-se constatar que o0s resultados para parametros
antropométricos e perfil lipidico foram mais expressivos nos individuos que
ingeriram linhaga dourada.

O fato de ter ocorrido diferenca estatistica para o delta de LDL-c para o

grupo linhaga dourada no presente estudo, demonstra que a linhaga colabora
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para a diminuicdo de fatores de risco de formacédo de placa de ateroma, e
consequente reducdo de problemas cardiovasculares. Afinal, o excesso de
colesterol sanguineo, principalmente a fragdo LDL-c esta diretamente
relacionado com aumento da deposi¢cdo de LDL na camada intima da artéria
(ROSS, 1990).

4.2.5. Marcadores de estresse oxidativo e capacidade antioxidante do

plasma

Os marcadores de estresse oxidativo sérico estdo expressos na Tabela
10. Observa-se que nado houve diferenca estatistica (p<0,05) entre os tempos
iniciais e finais e nem entre os grupos experimentais, quanto a atividade
antioxidante, por meio da concentracao equivalente de Trolox (Tabela 10). Além
disso, ndo constatou-se diferenga estatistica (p<0,05) com relagdo a avaliagéo
da peroxidacdo lipidica por meio da concentracdo de equivalente de
malondialdeido (MDA) e da dosagem de LDL oxidada no soro das voluntarias.
No presente estudo, a ingestdo de linhagca nao influenciou os marcadores de
estresse oxidativo avaliados.

Estudos com outros grupos populacionais demonstram que a linhaga tem
a capacidade de aumentar a atividade antioxidante e diminuir a concentragao de
malondialdeido (PILAR et al 2014; MATUSIEWICZ et al.,2015)

Matusiewicz et al. (2015) em estudo com animais, ao verificar a ingestao
de linhaga ao longo de 90 dias provocou redug¢ao do peso dos animais, aumento
da capacidade antioxidante sanguinea pelo método de ABTS e redugado da
concentracao de malondialdeido pelo método de TBARS no figado, porém nao
alterou enzimas antioxidantes enddgenas, como a superoxido dismutase (SOD)
em eritrocitos e glutationa peroxidase (GPx) no plasma.

Pilar et al (2014) ao trabalhar com suplementagao de 40 g de linhaga
dourada durante 28 dias, com grupo controle e no grupo com sindrome
metabdlica, constataram redugdo significativa (p<0,05) dos niveis de TBARS
expressos como equivalente MDA em ambos os grupos.

Nao foram encontrados trabalhos que tenham associado a ingestao de
linhaca com alteragdo dos marcadores de estresse oxidativo, em mulheres nesta
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faixa etaria.

Apesar dos resultados do presente estudo n&o indicarem que o consumo
de linhaca pode colaborar para a diminuicdo de marcadores de estresse
oxidativo em mulheres na perimenopausa e/ou menopausadas, ha evidéncias
em estudos com outros grupos populacionais de que a ingestao de linhaga pode
favorecer a redugdo do estresse oxidativo sanguineo e diminuir o risco de
doencas cardiovasculares, e isto esta associado principalmente a compostos
como ALA, lignanas e compostos fendlicos, que possuem propriedade
antioxidante (SHAHIDI; ALASALVAR; LIYANA-PATHIRANA, 2007; BLOEDON,
2008; YANG et al. 2012).
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Tabela 10. Marcadores de estresse oxidativo das mulheres no inicio e no final da intervengdo, de acordo com o0s grupos

experimentais.

Grupo Controle (n=10)

Grupo Linhaga Marrom

Grupo Linhaga Dourada (n=11)

Variaveis Tempos (n=9) P
Média+DP p Média+DP p Média+DP p Inicio  T12 A
Inicio 199783+31043 308986+51072 151579429743
0,423 0,3862 0,957
LDLox (pg/mL) T12 166981425175 251583+39293 153787+26883 0,0194 0,0708 0,1133
A -32802+399969 -57402+64438 2209+40091
Inicio 288,1+33,85 265,8+22,9 270,3+34,55
CAP (uM de 0,314 0,288 0,906
Trolox) T12 246,9+21,09 229,4+23,94 264,9+29,78 0,8739 0,6294 0,5686
A -41,27+39,38 -36,35+33,13 -5,46+45,61
Inicio 1,73+0,1726 0713 1,748+0,247 0.746 1,98+0,1462 0517
TBA':ASD%M de T12 1,81+0,1443 ' 1,607+0,3508 ’ 1,86+0,859 ' 0,5702 0,6541 0,8047
A 0,084+0,225 -0,1411+0,429 -0,1118+0,169

LDLox, Lipoproteina de Baixa Densidade Oxidada; CAP, Capacidade Antioxidante do Plasma; TBARS, Substancias Reativas Ao Acido Tiobarbitdrico;
MDA, Malondialdeido; A, Delta; T12, Tempo 12.
p<0,05 indica diferenca significativa para o teste t pareado, entre os tempos iniciais e finais.
P<0,05 indica diferenca significativa entre os grupos pela ANOVA unifatorial complementado com teste de comparagdes mdltiplas de Tukey.
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E sabido que a LDLox inicia eventos que caracterizardo o inicio do processo
inflamatorio na parede arterial (KHOO et al., 1992; STEINBERG, 1997; SIMA et al.,
2009), e que apos sofrer modificagdo na camada intima da artéria, passa a expressar
moléculas quimiotaticas e induzir o endotélio e outra células, como macrofagos,
também a produzirem substancias do processo inflamatério, como IL-18, IL-6, TNF-q,
PCR (ROSS, 1990). Em um estudo com 27 homens com fator de risco cardiovascular
que ingeriram 60 g de linhaga durante 42 dias, e um grupo controle que ingeriu a
mesma quantidade de farinha de arroz, no qual ambos receberam dieta para perda
de peso, os autores verificaram que os grupos apresentaram perda de peso e redugéo
da presséao arterial sistolica, mas que somente o grupo que foi suplementado com
linhaca teve redug¢ao nos marcadores inflamatérios de PCR e TNF-a, sugerindo que a
linhaca juntamente com uma dieta de perda de peso pode ser importante para reduzir
os marcadores de inflamacao (CASSANI et al., 2015).

Alguns autores demonstram que o ALA presente na linhaga € capaz de dimi-
nuir o estresse oxidativo sérico, disfungao da membrana e impedir a peroxidagao li-
pidica (YANG et al., 2012). Sugere-se que tal efeito esteja relacionado com a dimi-
nuicdo da disfuncado endotelial por reversédo das alteragées na composicao lipidica
da membrana e reducao do estresse oxidativo vascular (GIANLUCA et al., 2013).
Zhao et al. (2007) observam que o ALA pode influenciar marcadores inflamatorios
como o TNF-a, no qual ap6s o consumo de uma dieta com 19,1g de ALA/dia houve
relato de reducéo significativa nos niveis de TNF-a.

As lignanas podem atuar como antioxidantes, inativando os radicais livres e as
espécies reativas de oxigénio, e ainda podem influenciar em enzimas, como
glutationa, pertencentes ao sistema antioxidante enddgeno (YUAN; RICKARD;
THOMPSON, 1999). Os compostos fendlicos também sao conhecidos como potentes
antioxidantes, os quais agem como agentes redutores, atuando nas reagdes de
oxidacdo lipidica, assim como na quelagcdo de metais, agindo tanto na etapa de
iniciacdo como na propagacao do processo oxidativo, ajudando na prevengao da
instalagao do foco inflamatério (HEINONEN; LEHTONEN; HOPIA, 1998). Estes ao
diminuirem os radicais livres e aumentarem atividade de enzimas antioxidantes
contribuem para a diminuicdo da oxidacdo da LDL-c nativa, sendo um fator de
protecao para eventuais danos endoteliais e induzindo ao efeito cardioprotetor.

Devido ao potencial antioxidante do alimento, sugere-se novas pesquisas
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explorando novas doses de suplementacdo de linhaga e de tempo de intervencéo
para voluntarios nessa faixa etaria. Além disso, verificar qual a melhor maneira de
ingestao, se a farinha, o 6leo, ou a semente. Ja que autores afirmam que a ingestao
de d6leo de linhaga € mais eficaz em aumentar os niveis significativos de ALA
sanguineos do que a farinha ou a semente inteira. Porém, sementes inteiras e 6leo
tendem a induzir efeitos gastrointestinais adversos (AUSTRIA et al., 2008).
Sugerem-se, também, estudos com a ingestdo de seus componentes de
maneira isolada, para melhor compreenséo dos efeitos no organismo. Outro fato a
considerar, € a avaliacdo de outros marcadores de inflamagédo, como citocinas
inflamatoérias e moléculas de adesdo, relacionadas ao inicio do processo de

inflamacgé&o vascular.

5. CONCLUSAO

Pode-se concluir que a linhaca dourada exerceu maior influéncia em relacao
aos demais grupos testados sobre o perfil antropométrico, em parametros como peso,
IMC, circunferéncia da cintura e massa gorda. Ainda, teve influéncia sobre a fragao
LDL-c, o que demonstra o fator cardioprotetor da linhaca.

Em relagdo aos marcadores de estresse oxidativo, ndo foi verificada alteragao
em nenhum dos marcadores estudados no presente estudo, tanto para a linhaga

marrom quanto para a linhaca dourada.
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APENDICES E ANEXOS

APENDICE 1

PROTOCOLO DE ATENDIMENTO NUTRICIONAL

DADOS DE IDENTIFICAGAO DA PARTICIPANTE

Nome:

N° Prontuario:

Data de Nascimento:__ /  /

Horarios: Casa

Ocupagao:

Trabalho:

Endereco:

N°: Apto:

Bairro:
Tel:( )

Cidade:

E-mail:

1. HISTORIA CLIiNICA
2.1. Alergia Linhaca ()S()N
2.2. Intoleréncia ao glaten ()S ()N
()S(N
()S(N
2.5. Oleaginosas (Nozes, castanha, avel3,
()S()N
()S()N
2.6.1 Hipocolesterolemiante () S ()N
2.6.2 Antibidticos ()S()N
2.6.3 Aspirina ()S()N
2.6.4 Hipoglicemiante ()S()N
()S()N
()S()N

2.3. Alergia a Ovo
2.4. Farinha de Aveia

améndoa)

2.6. Medicamentos:

2.6.5 Anti-inflamatério
2.6.6 Antiacidos

Frequéncia

Outros:

Frequéncia

2.7 Uso de terapia de reposi¢ao hormonal

()S()N

2.8 Endometriose

()SON

2.9 Ciclo menstrual no ultimo 6 meses

()S(ON

2.10 Osteoporose )S()N

(
2.11 Doencga Hepatica ()S ()N
2.12 Doenga Renal (

2.13 Hipertenséao ()S()N

)ISON____

2.14 Uso de Marca-passo () S ()N

2.15 Doencgas cardiovasculares:

2.15.1 Cardiopatia ()S ()N
2.15.2 HAS ()S()N
2.15.3 AVC ()S()N

2.16 Dislipidemias:
2.16.1 Hipercolesterolemia ()S ()N
2.16.2 Hipertrigliceridemia ()S ()N
2.17 Doengas enddcrinas:

2.17.1 Hiper/ Hipotireoidismo ()S ()N

2.17.2 Diabetes
2.18 Cancer
2.19 Outras Patologias

()S()N
()S()N
()S()N

2.20 Fumante

()S()N()as vezes
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Frequéncia:

2.22 Pratica exercicios fisicos () S ()N () as

2.21 Uso de alcool

Frequéncia:

()S ()N () as vezes vezes. Qual:

Frequéncia: duragéo:

3. DADOS ANTROPOMETRICOS

Pré-Consulta/ T1 T3 T7 T12
A I I I

3.1 Estatura

3.2 Peso (kg)

3.3 Perda de peso

34%GC

3.5CC

3.6 IMC (kg/m?)

Diagnostico Antropomeétrico:
Fonte: WHO, 2008.

4. PRESSAO ARTERIAL

Data PA sistélica (mmHg): | PA diastélica (mmHg): Interpretagéo:

4.1 / / T1. T1.

42 | / T3. T3.

43 |/ / T7. T7.

44 | / T12. T12.

5. NECESSIDADES NUTRICIONAIS
5.1 5.2 53 5.4 5.5 5.6 5.7
ERR VCT Necessidade Distribuicao
Valor calérico Fator Restrigcao

(média registros) Atividade calorias protéica caldrica
CHO:
PTN:
LIP:
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OBS:

6. DADOS ACCUTREND PLUS

Pré-Consulta

Interpretacao

6.1 Glicemia

6.2 Triglicerideos

6.3 Colesterol

Diagnéstico Final:

Assinatura do participante
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ANEXO 1

CENTRO DE CIENCIAS DA £ Ploboforma
SAUDE/UFES %ﬁﬂ

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Efeito do consumo de linhagas marrom e dourada sobre parametros antropomeétricos,
bioguimicos e permeabilidade intestinal de mulheres com excesso de peso em fase de

penmenopausa
Pesquisador: ANDRE GUSTAVO VASCONCELOS COSTA
Area Temética:
Verséo: 1

CAAE: 26435513.3.0000.5060
instituigdo Proponente: CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO
Patrocinador Principal: FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESPIRITO SANTO - FAPES

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 543.758
Data da Relatoria: 26/002/2014

Apresentacdo do Projeto:
Serdo recrutadas para o estudo 83 voluntérias do sexo feminino (31 por grupo experimental) e eslas serio
distribuidas de acorde com Indice de Massa Corporal. O edlcule do tamanho amostral foi estabelecido
considerandoo peso corporal como varidvel principal. O estudo caracteriza-sa por ser um ensaio clinico
prospeclivo, paralelo, simples-cega, do tipo caso-controla. As variaveis independentes correspondem a
ingestdo & a ndo ingestdo de linhaga. Os niveis seriam os lipos de intervensdo: grupo linhaga marrom (LM),
grupeo linhaca dowrada (LD) & grupo contrale (GC). As vanaweis depandentes comespondem aos diferentes
parametros (antropomeétricos, inflamatdrios, perfil lipidico, asiresse oxidativo, hormonais

dsse0s) que serdo avaliados. As unidades experimentais serdo as mulheres em fase de pefmenopausa
submetidas aos tratamentos O estudo serd realizado com mulheres adultas da cidade de Alegre, ES. Para o
recrutaments das participantes serdo distribuidos panfletos informativos sobre a pesquisa. As voluntarias
interessadas passarfo por uma consulla de pré-seleglo, no qual serd aplicado um guestiondrio para
oblengdo de informagbes gerais. Alm disso, ser3o aferidos pardmetros antropomélricos, pressdo arlerial e
coletadas amostras de sangue capilar (para determinacio de glicemia, colesterol total e triacilglicerdis),
colata de urina & fazes O pariodo de intervenclo serd de 12 semanas, no qual serdo realizados encontros
oM as
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participantes na primaira semana (respective ao lempo T1), na lercaira semana (T3), na sélima semana (T7)
@ na décima segunda semana (T12). Em todos os tempos serdo coletados dados anfropomélricos, pressao
arterial, @ somente nos tempas T1 @ T12 serd realizada a coleta de amosira de sangue endovenoso, para
andlises de parametros bioguimicos. Mo tempe T1 serd enfreque o plane alimentar.O grupe contrale
recebera apenas um plane alimentar com restriclo de 250 keal e ofientacio nutricional Os demais grupos
axperimantais receberdo linhaga marrom ou dourada, coma descrito abaixo: Grupo Contrale (GC): Plang
alimentar com restrigdo de 250 keal + orientagies nutricionais. Grupe Linhaga Marrom (LM): Plano alimentar
com restricdo de 250 keal + barra de cereal (20 g de farinha de linhaga marrom) + 20 g de farinha de linhaga
marrom + orientagbes nutricionais. Grupe Linhaga Dowrada (LD): Flano alimentar com

restrigio de 250 kcal + barra de careal (20 g de farinha de linhaga dourada) + 20 g de farinha de linhaga
dourada + orentacfes nulricionais.

Objetive da Pesquisa:
Determinar a infludneia do consumo das linhagas marrom e dourada na composicio corporal, no perfil

glicémico @ lipidico, no estresse oxidativo, no estado inflamatério, hermonal, dsseo, & na parmaabilidade
intestinal de mulheres com excesso de paso na parimenopausa.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Segundo o pesquisador: ndo existemn riscos. De acordo com a Resolugio 466/2012: loda pesquisa acarreta
riscos ao sujeito

Beneficios:

Melhorias no perfil lipidico, microbiola intestinal, nos marcadores anti-inflamaldrios, de formacdo dssea a de
esiresse oxidativo, niveis glicdmicos e de saciedade, reducio do peso e da gordura corporal, dos niveis
hormonais de PTH, dos marcadores pro-inflamatérios e de reabsorgdo dssea, em comparagdo com o grupo
controle.

O grupo controba bera acesso ao benaficio 7777

Comentarios e Consideragies sobre a Pesquisa:

Disserlagdo de mestrado desenvolvida em amosfra de 83 mulheres para verificar a influgncia do consumo
de linhaga & dourada. Calculo amostral bem definido, metodologia descrita de maneira satisfatoria.

O pesquisador informa que havera retengio de amostras de sangue, wrina e fezes para pesquisas futuras
dispensando um novo consentimento.Entretanto ndo informa a existéncia de wm
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BIOBANCD efou Biorrepositorio Institucional. Se existir deve informar & comprovar sua existéncia, se ndo
inviabiliza o armazenamento das amostras.

Consideragies sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

- Cranograma carreto, coleta de dados am maio de 2014

- Folha de Rosio assinada pelo responsdvel pela pesquisa e pelo diretor do Centro

- TCLE - linguagem deverd ser leiga permitindo a compreens3o do texto, refazer seguindo a Resolugdo
466/2012 em relagio a Justificativa, e ao risco (ndo existe pesquisa sem risco- conforme a Resolugdo CHS
456/12 dispde em seu item V: 2 Toda pesquisa com seres humanos envolve risco em lipos e gradagies
variados /.

Recomendagbes:
- Informar & comprovar a existéncia do Biobanco efou Biorrepositanio para armazenamento das amiostras.
- Informar s2 o Grupo Confrole terd acesso ao beneficio (se comprovada)

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:

Adequar o TCLE - linguagem devera ser leiga permitindo a compreensac do texto, refazer seguindo a
Resolucdo 466/2012 em relacdo a Justificativa.risco (ndo existe pesquisa sem risca)

Informar & comprovar existéncia do Bio Banco e/ou Bio repositdrio

Informar & o Grupo Confrole tera acesso ao beneficio (se comprovada)

Infarmar se ocorrer efeito adverso se os sujeitos terdo acompanhamento médico.

Informar como serd o simples cego.

Explicar ensaio cinico e caso controde: dois desenhos com objetives diferantes.

Acariar baneficios, sem considerar hipotesea.

Sobre os riscos: enumerar todos os possiveis desde a coleta de sangue alé a ingestio e possiveis efeitos
adversos da linhaga.

Situagdo do Parecer:

Pendente

Mecessita Apreciagao da CONEP:
MNao

Consideragdes Finais a critério do CEP:
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Assinador por:

Cinthia Furst Leroy Gomes Bueloni
(Coordenador)
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