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RESUMO

O &cido linoléico conjugado (CLA), conjunto de isdmeros de posicdo e geométricos do
acido linoléico com duplas ligagbes conjugadas, origina-se no rumen por meio da
biohidrogenacao incompleta de acidos graxos poliinsaturados provenientes da dieta e
pela dessaturacdo do acido graxo C18:1 frans-11. O CLA parece exercer 0s seguintes
efeitos benéficos no organismo humano: modulacao do sistema imune, potencializagao da
mineralizacdo &ssea, prevencdo e tratamento do diabetes mellitus n&o insulino-
dependente, reducdo da aterosclerose e alteragbes na composicao corporal. O objetivo
deste trabalho foi verificar os efeitos da suplementacdo em cépsula com acido linoléico
conjugado e do consumo de leite enriguecido com este mesmo composto sobre o perfil
lipidico e a composigao corporal por meio de ensaio biolégico com ratos Wistar machos
saudaveis em crescimento e por meio de ensaio clinico em individuos do sexo masculino
com sobrepeso e obesidade grau |. Para o ensaio bioldgico foram utilizados 100 ratos.
Destes, 20 animais foram destinados ao grupo de referéncia (T0) e os demais, divididos
em 4 grupos. Os animais foram suplementados diariamente ou consumiram dieta
enriguecida com 6leo de cartamo e CLA na concentragao de 2 % sobre o consumo didrio
de dieta, constituindo respectivamente os grupos SP (suplementado placebo), SE
(suplementado experimental), EP (enriquecido placebo) e EE (enriquecido experimental).
As analises foram realizadas no inicio (T0) e ao final de 4 e 8 semanas, caracterizando T1
e T2, respectivamente. Para o ensaio clinico 53 individuos foram divididos em 4 grupos,
que receberam 3 capsulas ao dia de 6leo de cartamo ou CLA, constituindo os grupos
suplementado placebo (SP) e suplementado experimental (SE), respectivamente; ou
consumiram 500 mL de leite semi-desnatado ao dia, sem adicdo de CLA ou enriquecido
com 0,6 % de CLA, constituindo os grupos enriquecido placebo (EP) e enriquecido
experimental (EE), respectivamente. As andlises foram realizadas no inicio (T0), ao final
de 6 (T1) e 12 (T2) semanas. A aceitagdo e a intengao de compra do leite enriquecido
com CLA foram realizadas por meio de escala heddnica nido estruturada de 9 cm e
escala de 5 pontos, respectivamente. A ingestdo de dieta, ganho de peso e eficiéncia
alimentar, assim como o peso do figado, coragéo e rins dos ratos nao foram alterados

apos o consumo de CLA. O consumo de CLA n&o alterou os valores de triacilglicerol e
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colesterol total séricos apds 4 e 8 semanas. Ja os teores de HDL-colesterol dos animais
aumentaram em 56 % apds 4 semanas de suplementacao com acido linoléico conjugado.
Com relagao aos valores de glicemia e insulina plasmaticas dos ratos, houve reducéo de
23,7 % e 10,4 %, respectivamente, apds 4 semanas de experimentacdo nos grupos que
receberam CLA por meio de entubacao orogastrica, em comparagdo ao consumo deste
composto por meio de dieta. O consumo de CLA também n&o alterou a carga maxima e o
contetdo de Ca e P dos ratos. A densidade éssea dos animais cujo consumo de CLA foi
advindo da dieta, aumentou em 17 % quando comparado ao grupo que consumiu o
composto por meio entubagio orogastrica apdés 4 semanas. Com relagdo a composicao
corporal, seja no ensaio biolégico ou no ensaio clinico, 0 consumo de &cido linoléico
conjugado, seja na forma de suplementacao ou por meio da dieta/leite enriquecido, nao
apresentou resultados favoraveis, os quais sdo compativeis aos resultados de perfil
hormonal e expressao génica. Houve reducdo das concentracbes de glicose e insulina
plasmaticas e dos valores de HOMA-IR dos voluntarios que receberam cépsulas de CLA
em comparacdo com 0s que receberam placebo. Os resultados a respeito do perfil
bioguimico e hemograma ndo apresentaram diferencas significativas. Os leites semi-
desnatados com e sem adicdo de CLA nao diferiram sensorialmente, segundo os
atributos: aparéncia, aroma, sabor e impressao global. Este resultado foi confirmado pela
positiva intencdo de compra demonstrada pelos provadores. Tendo em vista os resultados
encontrados, pbéde-se concluir que o consumo de &cido linoléico conjugado nao
apresentou efeito sobre a composi¢cdo corporal e sobre os teores de triacilglicerol e
colesterol total séricos, mas atuou positivamente sobre os valores de glicemia e insulina

plasmaticas nos ensaios bioldgico e clinico.
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ABSTRACT

The conjugated linoleic acid (CLA), a set of geometric and positional isomers of linoleic
acid with conjugated double bonds, can originate in the rumen by biohydrogenation of
polyunsaturated fatty acids from the diet and also by desaturation of C18:1 trans-11 fatty
acid. Consumption of CLA exert beneficial effects in humans: modulation of the immune
system, enhancement of bone mineralization, prevention and treatment of non-insulin
dependent diabetes mellitus, reduction of atherosclerosis and changes in body
composition. The aim of this study was to assess the effects of of supplementing the diet
of with conjugated linoleic acid capsule and the consumption of milk fortified with the
same compound on lipid profile and body composition by means of biological assay with
male healthy growing Wistar rats through testing clinical males overweight and obese
grade |. For the biological assay were used 100 rats. Of these, 20 animals were used as
reference group (T0) and the others divided into four groups. The animals were
supplemented daily or fed diet enriched with safflower oil and CLA concentration of 2 % of
your daily diet, constituting respectively the groups SP (placebo supplemented), SE
(supplemented experimental), EP (enriched placebo) and EE (enriched experimental).
Analyses were performed at baseline (T0) and at the end of 4 and 8 weeks, featuring T1
and T2, respectively. For the clinical assay 53 individuals were divided into four groups
and received three capsules per day of safflower oil or CLA, providing the following
groups: supplemented placebo (SP) and supplemented experimental (SE), respectively, or
consumed 500 mL of semi-skimmed milk daily without the addition of CLA, or enriched
with 0.6 % of CLA constituting the groups enriched placebo (EP) and experimental
enrichment (EE), respectively. Analyses were performed at baseline (T0), after 6 (T1) and
12 (T2) weeks. Acceptance and purchase intent of milk enriched with CLA were performed
using an unstructured hedonic scale of 9 cm and a 5-point scale, respectively. The dietary
intake, weight gain and feed efficiency, as well as liver weight, heart and kidneys of mice
were not altered after consumption of CLA. The consumption of CLA did not alter the
values of serum triglyceride and total cholesterol after 4 and 8 weeks, whereas the levels
of HDL-cholesterol of the animals increased by 56 % after 4 weeks of supplementation
with conjugated linoleic acid. With respect to blood glucose and plasma insulin of the mice,
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a reduction of 23.7 % and 10.4 % respectively after 4 weeks of experimentation in the
groups receiving CLA by orogastric intubation, compared with the dietary consumption of
this compound. The consumption of CLA did not alter the maximum load and the Ca and P
contents of the rats. The bone density of animals whose consumption of CLA was coming
from the diet increased by 17 % compared to the group that consumed the compound
through orogastric intubation after 4 weeks. Regarding body composition, either in
biological assay or clinical trial, consumption of conjugated linoleic acid, either as
supplements or through diet/enriched milk did not show favorable results, in agreement
with the results of hormonal and gene expression. There was a reduction in the
concentrations of glucose and plasma insulin and HOMA-IR values of volunteers given
capsules of CLA compared with those receiving placebo. The results regarding the
biochemical and blood count did not change significantly. The semi-skimmed milk with and
without addition of CLA did not differ according to the sensory attributes of appearance,
aroma, flavor and overall impression. This result was confirmed by positive purchase intent
demonstrated by the panelists. In view of these results, it was concluded that consumption
of conjugated linoleic acid had no effect on body composition and on the levels of serum
triglyceride and total cholesterol, but acted positively on levels of blood glucose and
plasma insulin in biological and clinical assays.
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O &cido linoléico conjugado (CLA), corresponde a um grupo de isébmeros de
posicdo e geométricos do acido octadecadiendico (C18:2) com duplas ligacdes
conjugadas (CHOUIRNAD; BAUMAN; BAUMGARD, 1999; YURAWECZ et al., 1999). O
CLA pode ser originado de forma endégena no rumen, por meio da biohidrogenacao
incompleta de &acidos graxos poliinsaturados provenientes da dieta e também, pela
dessaturagéo do acido graxo C18:1 frans-11. Na biohidrogenacao, o isébmero cis-9, trans-
11 é o primeiro intermediario formado a partir do acido linoléico pela A'? e A'' trans-
isomerase. Em seguida, ocorrem reducbes das ligacdes cis, até C18:1 frans-11, que
podem ainda ser reduzidas até C18:0 (CHOUIRNAD; BAUMAN; BAUMGARD, 1999). Na
outra via de producdo do CLA o &cido graxo C18:1 trans-11 sofre dessaturacao pela
enzima A° dessaturase presente na glandula mamaria e no tecido adiposo (CORL;
BAUMGARD; PARIZA, 2000). Sendo assim, pequenas concentracdes de CLA estdo
presentes nas carnes, no leite e seus produtos derivados (IP; BELURY; LAMMI-KEEFE,

2003; PARODI, 1977).

O interesse pelo acido linoléico conjugado (CLA), iniciou-se em 1979 quando
um grupo de pesquisadores descobriu substincias anti-mutagénicas e anti-
carcinogénicas, dentre as quais o CLA, em carnes grelhadas (PARIZA; HARGRAVES,
1985; PARIZA et al., 1979). Posteriormente, inUmeros trabalhos demonstraram outros
efeitos benéficos relacionados a saude com a utilizagdo do CLA. Estes efeitos incluem:
modulagdo do sistema imune, potencializagdo da mineralizagdao éssea, prevencao e
tratamento do diabetes mellitus ndo insulino dependente, reducao da aterosclerose e
alteragdes na composicao corporal (PARK, 2009; BAWA, 2003; CHOUIRNAD; BAUMAN;

BAUMGARD, 1999).
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Os resultados a respeito destes efeitos fisiolégicos obtidos por nosso grupo de
pesquisa nos ultimos trés anos tém demonstrado que este composto é capaz de reduzir
significativamente a gordura corporal, além de promover aumento do conteudo de
minerais em ratos, o que pode indicar aumento da mineralizagao 6ssea (BOTELHO et al.,
2005a). Embora estes resultados tenham sido observados por varios grupos de pesquisa,
0Ss mecanismos pelos quais esta alteracdo acontece ainda ndo estdo completamente
esclarecidos (KAMPHUIS et al., 2003). E importante ressaltar que estes resultados
mencionados acima foram obtidos a partir do consumo de CLA na forma de suplemento e,
portanto, em quantidades significativamente superiores aquelas encontradas nos

alimentos fontes do composto.

No contexto dos alimentos funcionais, este novo conceito que resgata a
relacdo da alimentacdo com o processo saude-doenga, 0 enriquecimento de alimentos
com compostos bioativos vem despertando interesse dos pesquisadores da area (OHR,
2005; PSZCZOLA, 2005; SLOAN, 2005). A legislacao nacional, conforme a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria, considera um alimento com alegagédo de propriedade
funcional aquele que possui componentes nutrientes ou ndo nutrientes com papel
metabolico ou fisioldgico no crescimento, desenvolvimento, manutengao e outras fungdes
normais do organismo humano e, um alimento com alegacao de propriedade de salude
aquele que afirma, sugere ou implica a existéncia de relacdo entre o alimento ou
ingrediente com doencga ou condigao relacionada a saude (BRASIL, 1999). Sabe-se que a
funcdo bioldgica de um determinado componente é dependente de inumeros fatores,
dentre eles da maneira como este é veiculado. Um componente administrado por meio de
suplementacao pode ser utilizado pelo organismo de forma diferente quando comparado

com um componente administrado por meio de um alimento enriquecido com 0 mesmo.
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Este Ultimo por estar introduzido em um sistema complexo pode sofrer interferéncias que

determinarao sua biodisponibilidade (HOAG; HUSSAIN, 2001; KREBS, 2001).

Ao considerar o exposto acima é de extrema importancia uma proposta de
avaliacao das propriedades biolégicas do CLA por meio de alimento enriquecido com este
composto, contemplando a legislagcdo nacional de alimentos funcionais. O leite, por ser
um alimento de importancia fundamental quanto ao seu alto valor nutricional, em especial
no que diz respeito ao fornecimento de célcio e, fazer parte da alimentagdo habitual
humana em todas as etapas da vida, desperta grande interesse para a industria de
alimentos, no sentido de modifica-lo visando o desenvolvimento de um alimento funcional

(JONES et al., 2005).

Com o objetivo geral de verificar os efeitos da suplementacdo em cépsula com
acido linoléico conjugado e do consumo de leite enriquecido com acido linoléico
conjugado sobre o perfil lipidico e a composi¢do corporal por meio de ensaio biol6gico
com ratos Wistar machos saudaveis em crescimento e por meio de ensaio clinico em
individuos do género masculino com sobrepeso e obesidade grau |, foram enfocados

neste trabalho, os seguintes objetivos especificos:

= Determinar a composi¢do quimica do leite enriquecido com CLA e das dietas

experimentais;

= Determinar o perfil de acidos graxos do suplemento de CLA, do leite enriquecido e da
dieta contendo CLA a fim de obter a concentracdo dos isbmeros predominantes

trans-10, cis-12 e cis-9, trans-11;
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» Determinar os indicadores de autoxidacdo lipidica dos suplementos e das dietas

experimentais;

» Avaliar a estabilidade oxidativa dos suplementos e dos leites semi-desnatados;

= Avaliar a aceitagcao e a intengéo de compra do leite enriquecido com CLA;

» Monitorar o ganho de peso e consumo de dieta dos ratos durante o experimento para

observacgéo do crescimento;

= Avaliar a ingestao dietética dos sujeitos do estudo;

» Determinar o perfil lipidico dos animais experimentais e dos sujeitos do estudo;

» Determinar o perfil bioquimico e hemograma completo dos sujeitos do estudo;

» Determinar a composigéo corporal dos animais experimentais e dos sujeitos do estudo;

» Determinar o perfil 6sseo dos animais experimentais;

= Determinar o perfil hormonal (leptina, grelina, adiponectina, resistina e insulina) dos

animais experimentais e dos sujeitos do estudo;

= Determinar a expressdo génica das enzimas carnitina palmitoil transferase Il e acido
graxo sintase e dos receptores ativados por proliferadores de peroxissoma (PPAR) a e y

dos animais experimentais.
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2.1 Acido Linoléico Conjugado

2.1.1 Historico

Ao final da década de 70, baseado em informacdes de que carnes grelhadas
continham substancias mutagénicas, Pariza e colaboradores, utilizando carne moida,
buscaram a correlacdo entre a formacao destas substancias, o tempo e a temperatura de
cozimento. No entanto, para surpresa destes pesquisadores, além da confirmagédo da
existéncia de substancias mutagénicas no extrato da carne, foram encontrados também
componentes que apresentavam atividade anti-mutagénica, sendo que estes estavam
presentes mesmo quando nao eram submetidos a coccao (PARIZA et al., 1983; PARIZA

etal., 1979).

Alguns anos depois, em 1985, Pariza e Hargraves demonstraram que estes
componentes presentes no extrato de carne bovina, eram capazes de inibir a progressao
do tumor em células epiteliais de camundongos. Em 1987, Ha; Grimm; Pariza, por meio
de técnicas de espectrofotometria e cromatografia, conseguiram isolar e caracterizar
estes componentes anti-mutagénicos desconhecidos da fragao lipidica da carne. Neste
momento, os autores descobriram a existéncia de quatro isdbmeros derivados do &cido
linoléico, sendo que cada um deles continha um sistema de dupla ligagdo conjugada, e
portanto, foram nomeados é&cidos linoléico conjugados (CLAs) (PARIZA; HARGRAVES,

1985).
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2.1.2 Caracterizacao da Molécula de CLA

O acido linoléico conjugado (CLA) corresponde a uma série de isbmeros
posicionais e geométricos do acido octadecadiendico (acido linoléico, 18:2 w-6), com
duplas ligagdes conjugadas, ou seja, separadas somente por uma ligacdo simples
carbono-carbono, em vez de existirem na configuracao interrompida metilénica tipicas
(Figura 1). Essas configuragbes podem ser do tipo cis ou trans, e as duplas ligagcdes estao
presentes predominantemente nas posicées 8 e 10, 9 e 11, 10 e 12 ou 11 e 13
(BHATTACHARYA et al., 2006; MOURAO et al, 2005). O CLA aparece como
componente minoritario da fragdo lipidica, principalmente encontrado na carne bovina,

ovina, leite e derivados (YURAWEZ et al., 1999).

12 9
Acido linoléico (cis-9, cis-12) /\/\/:@W G n

11 9

cis-9, trans-11 CLA \'/\/\/\/:\/\/\/\/ COOH

12 10

trans-10, cis-12 CLA
\/\/M/\/\/\/’\/

COOH

Figura 1. Estrutura do &cido linoléico (cis-9, cis-12) e dos isbmeros do CLA cis-9, trans-11 e. trans-
10, cis-12. Adaptado de Pariza, Park e Cook (2001).



Revisao da Literatura

2.1.3 IsOmeros

Estima-se a existéncia de 56 possiveis isbmeros de CLA. Dentre estes, os
isbmeros cis-9, trans-11 e o trans-10, cis-12 possuem sua atividade identificada e
conferem os principais efeitos biolégicos benéficos do CLA (FUENTE; LUNA; JUAREZ,
2006). O isbmero cis-9, trans-11, mais abundante na natureza com cerca de 80%, é
incorporado @ membrana plasmatica e um potente agente anti-carcinogénico natural (IP et
al., 1991; PARIZA; HA, 1990). Ja o isdmero trans-10, cis-12 parece estar relacionado ao
metabolismo energético e atua como um efetivo agente repartidor de nutrientes
(MOURAO et al., 2005; PARK et al., 1997). Entretanto, o CLA disponivel no mercado é
geralmente uma mistura dos isbmeros cis-9, trans-11 e trans-10, cis-12, na propor¢ao de

1:1, além de outros em menor quantidade (BHATTACHARYA et al., 2006).

Desde seu descobrimento, inUmeros estudos utilizando-se de diferentes
modelos experimentais, relacionaram o CLA a outros efeitos positivos que favoreceriam a
salde humana, entre eles: protecao contra doencas cardiovasculares, prevengcao e
tratamento do diabetes mellitus nédo insulino dependente, modulagdo do sistema imune,
reducao dos efeitos adversos promovidos por imuno-estimulagdo, potencializacdo da

mineralizacao éssea, entre outros (PARK, 2009).
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2.1.4 Sintese do CLA

2.1.4.1 Sintese Biolégica

O CLA pode ser produzido de forma enddgena por meio de dois processos:
pela dessaturagao do &cido graxo C18:1 trans-11, por acdo da enzima A°® dessaturase ou
estearoil - CoA dessaturase (SCD), presente na glandula mamaria e no tecido adiposo e
também, no rumen de animais pela biohidrogenacdo incompleta de acidos graxos
poliinsaturados provenientes da dieta, envolvendo a bactéria Butyrovibrio fibrisolvens

(CORL et al., 2001).

2.1.4.1a Sintese via A° dessaturase

Estudos recentes mostram que 90 % do CLA presente na gordura do leite de
ruminantes é proveniente da atividade da enzima A® dessaturase (KAY et al., 2004; CORL
et al, 2001). Nesta via o &cido graxo C18:1 frans-11 (&cido vacénico), um dos
intermediarios da biohidrogenacdo no rimem dos acidos graxos oléico, linoléico e
linolénico, sofre incorporacdo de uma dupla ligacdo cis na posicao 9, por meio da
dessaturagdo ocasionada pela enzima A° dessaturase, presente no intestino, na glandula
mamaria e no tecido adiposo, originando o isémero cis-9, frans-11 CLA. Ao

considerarmos que nos mamiferos as dessaturagdes ocorrem até o carbono 9, nao
10
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podendo ocorrer além deste, devido & auséncia das dessaturases A'? e A'®, presente
somente nos vegetais, o acido vacénico nao pode ser transformado no isémero trans-10,
cis-12 CLA. Sendo assim, dentre os isbmeros de CLA, o cis-9, trans-11 ocorre em
maiores concentragées nos alimentos. Também vale ressaltar, que assim como todos os
acidos graxos poliinsaturados, o CLA tende a ser menos direcionado para tecidos de
depodsito e mais para fosfolipides de membranas (CHRISTIE, 1982). No caso dos
isbmeros de CLA, o cis-9, trans-11 € menos metabolizado e, conseqientemente, mais

presente nos alimentos.

Com o objetivo de certificar a hipétese de que o C18:1 trans-11 produzido no
rumen, poderia ser transformado em CLA na glandula mamaria e no tecido adiposo pela
acado da A° dessaturase, Griinari e colaboradores (2000) infundiram uma mistura de C18:1
trans-11 e C18:1 trans-12 (50 % - 50 %), no abomaso de vacas em lactagdo. Estes
autores observaram aumento de 31 % no contelddo de CLA cis-9, trans-11 secretado na
gordura do leite, indicando que os animais foram capazes de sintetizar CLA de forma
enddgena. Para verificar a importancia da sintese enddgena de CLA por esta via, foi
realizado um segundo experimento no qual se infundiu 6leo de esterculina, um potente
inibidor da A° dessaturase, no abomaso de vacas. Verificou-se reducdo de 45 % na
concentracdo da gordura do leite e de outros produtos resultantes da acdo da A°
dessaturase, os quais foram apontados por um aumento de duas a trés vezes na relagao
da propor¢ao dos acidos graxos 14:0/14:1, 16:0/16:1 e 18:0/18:1. Utilizando-se da
mudanga na propor¢do 14:0/14:1 como um indicativo da extensdo da inibicdo da A°
dessaturase, os autores estimaram que 64 % do CLA na gordura do leite de ruminantes
foi produzido de forma enddgena, confirmando esta via como responsavel pela produgao
da maior parte do CLA no leite (GRIINARI et al., 2000).

11
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Corroborando com estes resultados, Corl et al. (2001), apresentaram redugao
de 60 - 65 % no CLA cis-9, trans-11 quando vacas receberam dieta adicionada com 6leo
de esterculina. Também foram observadas redugdes de 84 %, 59 % e 46 % para o C14:1
cis-9, C16:1 cis-9 e C18:1 cis-9, respectivamente. Da mesma maneira, Kay e outros
(2002) suplementaram vacas que estavam sob regime de pastejo com 6leo de esterculina
com o objetivo de avaliar a contribuicao desta via na formagéao do CLA. De acordo com as
condi¢des a que estes animais foram submetidos, os pesquisadores estimaram que cerca
de 87 a 100 % do CLA cis-9, trans-11, presente na gordura do leite, tinham origem via A®

dessaturase.

2.1.4.1b Biohidrogenacao

Outra forma de sintese de CLA é por meio da biohidrogenacédo dos éacidos
graxos insaturados oléico (cis-9 C18:1), linoléico (cis-9, cis-12 C18:2) e a-linolénico (cis-9,
cis-12, cis-15 C18:3) pelas bactérias do rimen. Dentre as bactérias envolvidas neste
processo, a Butyrivibrio fibrosolvens é a mais comumente encontrada (MARTIN;
JENKINS, 2002; KEPLER et al., 1966), porém varias outras possuem a capacidade de
hidrolisar as ligagdes éster dos acidos graxos, e portanto sintetizar CLA, entre elas estao
a Lactobacillus casel, a Lactobacillus acidophilus (ALONSO; CUESTA; GILLILAND, 2003)
e as bactérias do género Propionibacter VERHULST et al., 1987). Durante o processo de
biohidrogenacdo, o isémero cis-9, trans-11 C18:2 (acido ruménico) é o primeiro
intermediario formado pelas bactérias ruminais e o mais abundante (Figura 2). O processo

de isomerizacdo inicial é catalisado pela A'? cis, A" trans-isomerase. Nesta etapa, a dupla
12
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ligacao cis do carbono 12 do &cido linoléico é transferida para o carbono 11, assumindo a
configuracdo trans e originando o cis-9, trans-11 C18:2. Este acido graxo pode ser
absorvido e incorporado aos tecidos ou sofrer acdo de uma redutase, originando a
saturagao da dupla ligacédo cis-9 e, dessa maneira, formando o acido vacénico (C18:1
trans-11). Seqlencialmente, ocorre uma nova redugédo, resultando na formacao do acido

esteérico (C18:0) (CHOUINARD; BAUMAN; BAUMGARD, 1999).

RUMEN

cis-9, cis-12C18:2
(acido linoléico)

Butyrivibrio , 1SOmerizagdo
fibrisolvens isomerase TECIDOS
cis-9, trans-11 C18:2 e cis-9, trans-11 C18:2
(CLA) (CLA)
hidrogenagao A  Adessaturase
v redutase
trans-11 C18:1
trans-11 C18:1 > (acido vacénico)

(acido vacénico)
¥ hidrogenagao

redutase

c18:0
(acido estearico)

Figura 2. Esquema metabdlico proposto para biossintese de cis-9, trans-11 C18:2. Adaptado de

Chouirnad, Bauman e Baumgard (1999).

Normalmente o processo de biohidrogenagdo acontece de forma completa,
porém, alguns produtos intermediarios como o cis-9, trans-11 C18:2, podem atravessar o
rimen, moverem-se pela corrente sanguinea, serem absorvidos pela glandula mamaria e

incorporados na gordura do leite (GRIINARI et al., 2000). Da mesma maneira, o frans-11

13
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C18:1 (acido vacénico), pode ser absorvido pelos tecidos, sendo este encontrado em

maior quantidade na gordura do leite de ruminantes (MARTIN; JENKINS, 2002).

A quantidade total, assim como a composicao e propor¢cao dos acidos graxos
insaturados disponiveis para a deposicdo no tecido adiposo ou para secrecio na gordura
do leite dependem de diversos fatores que, por sua vez influenciam a biohidrogenacgéao.
Entre eles estdo as condi¢des de alimentagao, o tipo e a concentragcao dos acidos graxos
presentes. Estes fatores determinam a microbiota dos ruminantes e, conseqientemente o
pH, que para favorecer a produgao de CLA, deve ser superior a 6,0 (ALONSO; CUESTA;

GILLILAND, 2003; MARTIN; JENKINS, 2002).

2.1.4.2 Sintese Quimica

Outros isdmeros de CLA podem ser sintetizados quimicamente a partir do
acido linoléico (C18:2), originando produtos com diferentes composicées de acidos
graxos. Este processo pode variar em decorréncia da fonte de &cido linoléico utilizada,
assim como das condi¢des de isomerizagao (PARK et al., 2000; CHOUINARD; BAUMAN;
BAUMGARD, 1999). Em condigbes alcalinas, com a utilizagdo de élcalis fortes a altas
pressdes ou solugdes concentradas de hidroxido de potassio em propileno glicol e
também por meio da hidrogenagédo parcial o 6leo de ricino, assim como o éleo de
cartamo, podem ser utilizados como fonte para a produgéo de misturas de isébmeros de

CLA (MEDEIROS, 2002).

14



Revisao da Literatura

2.1.5 Fontes Alimentares e Consumo Humano de CLA

Pelo fato do CLA ser sintetizado via A° dessaturase na glandula mamaria e no
tecido adiposo e também, pela biohidrogenacao incompleta de acidos graxos insaturados
pelas bactérias ruminais, os alimentos derivados dos ruminantes, particularmente a carne,
o leite e os derivados, sdo as maiores fontes deste composto (ALONSO; CUESTA;
GILLILAND, 2003). Alguns 6leos de origem vegetal, como o 6leo de cartamo, soja e
girassol, também podem conter pequenas quantidades de CLA (Tabela 1). No entanto,
devido a escassez de informacgdes disponiveis sobre o conteido de CLA nos alimentos,

torna-se dificil determinar o consumo dietético do mesmo pela populacéo.

Tabela 1. Valores médios de CLA em diferentes alimentos expressos em mg/g de gordura.

Alimento Total de CLA

(mg/g de gordura)

Leite condensado 7,0
Leite homogeneizado 5,5
Leite semi-desnatado (2%) 41
Manteiga (porcéo lipidica) 6,1
Manteiga (soro) 5,4
Ricota 5,6
Queijo mussarela 4.9
Queijo fundido 5,0
Queijo cheddar 41
Queijo parmesao 3,0
logurte natural 4.8
logurte desnatado 4.4

15
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Nata 4.6
Requeijao 4,5
Sorvete 3,6
Carne de vaca 4.3
Carne de cordeiro 5,8
Carne suina 2,6
Carne de frango 0,9
Carne de peru 2,6
Gema de ovo 0,6
Salméo 0,3
Oleo de girassol 0,4
Oleo de amendoim 0,2
Oleo de oliva 0,0

Fonte: Adaptado de GOMEZ (2004).

O conteldo de CLA nos alimentos varia em decorréncia de numerosos fatores
e difere de forma consideravel de um alimento para outro. Dentre estes fatores, além dos
ja mencionados anteriormente como a atividade enzimatica e bacteriana, o teor de CLA

varia também devido a fatores externos (ALONSO; CUESTA; GILIILAND, 2003).

Dessa maneira, buscando aumentar o teor de CLA nos alimentos por meio da
manipulacdo dietética, diversos estudos tém sido realizados (LOCK; GARNSWORTHY,
2001; DHIMAN et al., 1999). O tipo de dieta oferecida ao ruminante ndo apenas € capaz
de aumentar o teor de CLA nos alimentos, como alterar a propor¢cao dos diferentes
isbmeros. Comparando diferentes condicbes de alimentacdo, Dhiman et al. (1999)

observaram que animais nutridos exclusivamente com pastejo podem atingir
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concentragbes de CLA na carne superiores daqueles que consumiram forragem e
concentrados. Utilizando-se da adigao de diferentes acidos graxos da dieta, Kelly e outros
(1998), compararam a gordura do leite de animais alimentados com dietas feitas com
6leos ricos em acido graxo oléico, linolénico e linoléico e obtiveram valores no contetdo
de CLA de 13,3; 16,7 e 19,1 mg/g de gordura, respectivamente. Palmiquist; Griinari (2001)
conseguiram potencializar a conversdo do acido linoléico em CLA em vacas durante a
lactacdo, com uma combinacdo de éleo de girassol e 6leo de peixe. Quando estes
animais foram suplementados com 1 % de CLA na dieta, foi encontrado um aumento de 4
mg/g de gordura para 7 mg/g de gordura no teor de CLA, e um aumento ainda mais
expressivo (13 mg/g de gordura) quando os mesmos foram suplementados com 1 % de
CLA mais 4 % de 6leo de soja (HUANG et al., 2001). Da mesma maneira observou-se
maior conteudo de CLA no leite de animais quando estes receberam dietas enriquecidas
com ébleos de origem vegetal, como soja e girassol, do que daqueles alimentados com

cereais (BANNI, 2002).

Este mesmo efeito foi observado durante as estagbes em que 0s animais sao
alimentados exclusivamente em regime de pastejo, como verdo e primavera (LOCK;
GARNSWORTHY, 2001). O conteudo de CLA pode variar de 3,9 mg/g de lipides no
inverno a 22,7 mg/g de lipides no verdo (KAMPHUIS et al., 2003). Além da manipulacao
dietética e condigbes climaticas, outros fatores relacionados ao animal como raga e
selecdo genética, assim como as condigdes de obtencdo dos produtos e manipulagéo,
como extrusdo, tostagem e micronizagdo, bem como a temperatura da pasteurizacao e
armazenamento sdo importantes determinantes dos teores de CLA nos alimentos

(ALONSO; CUESTA; GILIILAND, 2003).
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Embora os seres humanos sejam capazes de sintetizar quantidades muito
pequenas de CLA, por meio da acdo da A° dessaturase, os niveis deste composto
presentes na corrente sanguinea, assim como incorporados aos tecidos, correspondem a
somatéria da producdo endbégena e principalmente da dieta (BANNI, 2002; VAN DEN

BERG; COOK; TRIBBLE, 1995).

Estudos cientificos realizados com seres humanos estabeleceram como
seguro o consumo de 3 g/dia de CLA para obter-se resultados benéficos em relacao a
salde (STANTON et al., 1997). Dessa maneira, algumas pesquisas tém sido realizadas a
fim de estimar o consumo de CLA pela populacao (SHAHIN et al., 2003; RITZENTHALER
et al., 2001; JIANG; WOLK; VESSBY, 1999; FRITSCHE; STEINHART, 1998). Um grupo
de 51 homens e 51 mulheres foi acompanhado durante um ano e suas ingestdes
alimentares medidas por meio de pesagem direta dos alimentos. O conteldo de CLA
presente nos alimentos foi avaliado por cromatografia gasosa. Os resultados foram
expressos em consumo de CLA total (cis-9, trans-11 e trans-10, cis-12) e consumo
apenas do isémero cis-9, trans-11. Os valores obtidos foram de 212 e 151 mg/dia de CLA
total e 193 e 140 mg/dia de cis-9, trans-11 para homens e mulheres, respectivamente
(RITZENTHALER et al., 2001). Fritsche e Steinhart (1998), utilizando-se de uma pesquisa
de consumo nacional estimaram um consumo de 430 e 350 mg de cis-9, trans-11/dia para
homens e mulheres, respectivamente, na Alemanha. Em uma pesquisa realizada com
idosos suecos estimou-se que o consumo de CLA era de 160 mg/dia (JIANG; WOLK;
VESSBY, 1999). Baseado na atitude de compra de consumidores canadenses, estimou-
se que o consumo de CLA foi de 332 e 295 mg/dia para homens e mulheres,
respectivamente (US NATIONAL ACADEMY..., 2002). Estes resultados demonstram

diferentes valores segundo o0 sexo, idade e pais em que a pesquisa foi realizada. No
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entanto, na maioria dos casos a maior porcentagem corresponde ao isbmero cis-9,
trans-11 CLA. Considerando os valores encontrados nestes estudos, verifica-se que o
consumo de CLA esta distante da ingestdao recomendada pelos pesquisadores (3 g/dia)

para que se observe efeito benéfico (STANTON et al., 1997).

2.2 Efeitos Bioldgicos do CLA

2.2.1 Efeito Anti-carcinogénico

Dentre os efeitos benéficos do acido linoléico conjugado, podemos destacar
sua atividade anti-tumoral (IP et al., 1999; IP; SCIMECA; THOMPSON, 1995; IP et al.,
1994). Embora a acdo do CLA contra a carcinogénese tenha sido observada em diversos
tecidos como o estomacal (HA; STORKSON; PARIZA, 1990), o intestinal (LIEW et al.,
1995), o cutaneo (BELURY et al., 1996) e o prostatico (SONG et al., 2006; OCHOA et al.,
2004), os tumores da glandula mamaria parecem ser particularmente sensiveis a
intervencdo deste composto (MAJUMDER et al., 2002). O CLA parece atuar sobre o
crescimento e desenvolvimento tumoral em seus diversos estagios (iniciacdo, promogao,
progressao e metastase), por meio da diminuigdo ou reten¢do da multiplicacao celular. O
CLA também atua aumentando a morte celular programada (apoptose) e ainda, sobre a
necrose. De forma complementar, o CLA atua sobre o sistema imune, reduz o acimulo de
gordura corporal, o que indiretamente influencia o surgimento de tumores e melhora a

caquexia (FIELD; SCHLEY, 2004; PARIZA; PARK; COOK, 1999).
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Estudos in vitro realizados com linhagens celulares de carcinoma de préstata
mostraram que ambos os isébmeros, trans-10, cis-12 e cis-9, trans-11 CLA, podem
apresentar efeitos benéficos (OCHOA et al., 2004; PALOMBO et al., 2002). No entanto,
estes diferem em sua atividade e mecanismos de acao, indicando o trans-10, cis-12 CLA
como o isbmero mais potente. Dentre os mecanismos de acao propostos para este
isbmero, estdo a modulagdo da apoptose e controle do ciclo celular. J& para o cis-9,
trans-11 CLA, considera-se sua acdo sobre o metabolismo do &cido araquidénico,
incluindo alterac6es na producao de eicosandides, expressao das enzimas 5-lipoxigenase
e cicloxigenase e inibicdo da ativagao do fator nuclear KappaB (NF-kB) (SONG et al.,
2006; OCHOA et al., 2004). Embora o CLA tenha demonstrado efeito anti-tumoral em
animais experimentais, as pesquisas relacionadas ao cancer de préstata ainda sao
controversas. Os resultados obtidos até o momento ndo sao conclusivos e sendo assim,
nao permitem estabelecer uma associacdo entre a ingestdo de CLA e a reducdo de

cancer de préstata em humanos (COHEN et al., 2003; CESANO et al., 1998).

Os estudos que relacionam cancer gastrointestinal e de célon com CLA, foram
realizados em sua maioria por meio de ensaios in vitro e experimentagdo animal
(BHATTACHARYA et al., 2006; SONG et al., 2006; OCHOA et al., 2004; COHEN et al.,
2003; PALOMBO et al., 2002). Dentre os raros estudos em humanos, Larsson; Bergkvist;
Wolk (2005) sugerem que a ingestao de produtos lacteos com alto teor de CLA reduza o
risco de cancer retal em 13 % e de célon em 34 %. Mais recentemente, Kuniyasu e
colaboradores (2006), observaram inibicAio de metastase peritoneal de cancer
gastrointestinal em humanos. Sao inUmeros os mecanismos propostos para explicar a
acao anti-carcinogénica do CLA frente ao cancer do trato gastrointestinal. Entre eles esta

a inibicao do ciclo celular, sendo o isdmero trans-10, cis-12, o responsavel por tal efeito
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(CHO et al., 2006). Um estudo realizado com o isdmero cis-9 trans-11, apontou este como
um potente inibidor do crescimento do cancer de célon em humanos, relacionando sua
atividade com o aumento da peroxidagao lipidica e da apoptose celular (BEPPU et al,,

20086).

No tocante entre CLA e cancer de mama, resultados in vitro indicaram efeitos
inibitérios das células MCF-7 de cancer mamario frente a administracao deste acido graxo
(CUNNINGHAM; HARRISON; SHULTZ, 1997). Também foram descritos efeitos
citotéxicos, de inducdo da peroxidacdo lipidica, alteracdo da atividade de enzimas
antioxidantes e consequente diminuicao das células cancerigenas (O’'SHEA et al., 2000;
O'SHEA; STANTON; DEVERY, 1999). Outros estudos sugerem que os efeitos
supressores poderiam estar relacionados ao acido araquiddénico e alteracao do perfil de
prostaglandinas (MILLER; STANTON; DEVERY, 2001). Dessa maneira, o CLA estaria
vinculado a modulacido da enzima 5-lipoxigenase por competicdo com seu substrato, o
acido  araquidénico, provocando reducdo de seu produto, o 5-acido
hidroxieicosatetraendico (5-HETE) e da expresséo de sua proteina ativadora (KIM et al.,
2005). O CLA também parece atuar sobre a atividade da cicloxigenase 2 (COX-2) em
células MCF-7, cuja super-expressao esta associada a tumores malignos. Além destes
possiveis mecanismos de acdo propostos acima, ao CLA também foi atribuida a
capacidade de inibicao da proliferagao de linhagens celulares de cancer de mama, como
a MCF-7, MDA-MB-231 e MCF-10a, sugerindo a regulagdo da expressdao de genes

apoptéticos (MAJUMDER et al., 2002).

Estudos com a utilizagdo de animais experimentais também indicaram um
possivel efeito protetor do consumo de CLA. Ip e colaboradores (1991), demonstraram

que ratas ingerindo 10 mg de 7,12 dimetilbenzo-antraceno (substancia indutora da
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carcinogénese) tiveram inibicdo de 32, 56 € 60 % no aparecimento do tumor mamario
quando ingeriram 0,5; 1,0 e 1,5 %, respectivamente de CLA na dieta. Esta suplementagao
com CLA foi iniciada duas semanas antes da administracdo do agente carcinogénico e
continuou até o final do experimento. Neste trabalho verificou-se que embora as ratas
tivessem recebido uma mistura de isémeros de CLA, grande parte do cis-9, trans-11 foi
incorporado a fracao fosfolipidica da membrana, sugerindo que este isbmero fosse o
responsavel pela inibicdo da carcinogénese. Posteriormente Ip e outros (1994),
alimentaram ratas com quantidades crescentes de CLA (0,05; 0,1; 0,25 ou 0,5 %) durante
duas semanas antes da administracdo de 5 mg de 7,12 dimetilbenzo-antraceno. Apds 36
semanas de suplementacao, foi observada reducdo dose dependente da incidéncia e do
tamanho do tumor mamario, confirmando a atividade biolégica benéfica do CLA no
tratamento da carcinogénese. Quando ratas foram suplementadas continuamente com
1 % de CLA na dieta, no periodo p6s desmame até a puberdade, o que corresponde ao
periodo de desenvolvimento da glandula mamaria, foi observada inibicdo do céncer de
mama. Este efeito foi mantido quando as fémeas continuaram ininterruptamente
recebendo CLA apds a administracdo do agente indutor de tumores (IP; SCIMECA;
THOMPSON, 1995). Neste mesmo sentido, Ip e outros (1997) demonstraram que animais
que receberam CLA juntamente com leves doses de 7,12 dimetilbenzo-antraceno durante
20 semanas, apresentaram redugdo de 70 % do numero total de tumores. Neste
experimento, o CLA foi incorporado predominantemente em lipides neutros e apés o
término da suplementacéo os teores de CLA retornaram ao seu valor basal. Isto explicaria
a necessidade de um suprimento continuo de CLA para manter a inibicdo da progressao
do tumor. Para verificar se manteiga produzida a partir de gordura de leite de vacas
enriguecida com CLA, possuia a mesma atividade biolégica da mistura de isbmeros, Ip e

colaboradores (1999) alimentaram ratas Sprague-Dawley durante todo o periodo da
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puberdade. Os animais que consumiram a manteiga mostraram inibicao de 53 % na
progressao do tumor mamario. Também foi observado acumulo de cis-9, frans-11 na

glandula mamaria e em outros tecidos.

Embora resultados in vitro e com animais experimentais tenham indicado
efeitos benéficos com a utilizacdo de CLA sobre o cancer de mama, estudos realizados
com mulheres nao confirmaram esta associagdao (VOORRIPS et al., 2002). Em estudo de
coorte, no qual 209 pacientes com diagndstico de cancer de mama receberam doses
diarias de CLA, ndo foram encontrados resultados conclusivos de tal suplementagao
(CHAJES et al., 2003). Da mesma maneira, nao foi possivel relacionar a ingestdao de CLA

ao risco de cancer de mama em mulheres pré-menopausa (McCANN et al., 2004).

Verifica-se que independente do mecanismo de acdo proposto para explicar o
efeito anti-tumoral do CLA, este depende de fatores como tipo de isdmero, dose, duracao
do tratamento, além do tecido e tipo de tumor. Dessa maneira, considerando o0s
resultados expostos pode-se concluir que sdo necessarios novos estudos de intervencao
para estabelecer se a ingestdo de CLA seria eficaz no tratamento de diferentes tipos de

cancer.

2.2.2 Doencas Cardiovasculares

As doencas cardiovasculares representam a primeira causa de morte nos
paises desenvolvidos e vem tomando a mesma proporgdo nos paises em

desenvolvimento (LEE; KRITCHEVSKY; PARIZA, 1994). O acido linoléico conjugado, tem
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se mostrado capaz de reduzir o risco das cardiopatias de forma indireta, por meio do
controle dos fatores de risco associados, como diabetes mellitus tipo 2, dislipidemia e
hipertensao, e também de forma direta, como por exemplo, por meio da reducao de
fatores pro-inflamatérios. A maioria dos estudos que investigam tal efeito benéfico foi
realizada com a utilizacdo de animais experimentais, enquanto que os estudos com

humanos ainda sdo escassos e necessitam de maiores investigacdes.

Trabalhos com animais experimentais demonstraram que o CLA é capaz de
reduzir a placa de ateroma. Um estudo realizado com coelhos mostrou que lesdes
arteriais induzidas experimentalmente foram inibidas apés o consumo de CLA. Nesta
pesquisa, coelhos foram alimentados com dieta contendo 14 % de lipides e 0,1% de
colesterol, configurando uma dieta aterogénica. Posteriormente estes animais foram
divididos em dois grupos, que passaram a receber dieta controle ou dieta contendo uma
mistura de isébmeros de CLA (0,5 g/dia) durante 22 semanas. Ao final, o grupo
experimental, suplementado com CLA, apresentou menor nivel de aterosclerose (LEE;
KRITCHEVSKY; PARIZA, 1994). Da mesma maneira, observou-se regressao das lesdes
ateroscleroticas pré-estabelecidas em coelhos que receberam 1 % de CLA durante 90
dias (KRITCHEVSKY et al., 2000). Em subsequente trabalho realizado pelo mesmo grupo
de pesquisa, uma mistura de CLA ou isébmeros isolados, na concentracao de 1 % em
relacdo a ingestdo de dieta, inibiu significativamente a aterosclerose em coelhos
alimentados com colesterol a 0,2 % por 90 dias. No entanto, ndo houve diferenca entre os
grupos que receberam CLA. Até mesmo com a utilizagdo de quantidades pequenas, como
0,5 % de CLA em relacdo a dieta, observou-se reducao das lesdes aterosclerdticas em

coelhos (KRITCHEVSKY et al., 2004).
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Outros resultados importantes foram encontrados em estudos realizados com
camundongos. Toomey e outros (2003) encontraram resultados positivos quando
suplementaram camundongos knockout para apo E com 1 % de cis-9, trans-11 CLA.
Estes animais, caracterizados por possuirem aterosclerose pré-estabelecida,
apresentaram retardo no desenvolvimento de novas lesdes, assim como regressao no
tamanho das lesdes ja existentes. Andlises imunolégicas e quimicas apontaram aumento
na quantidade de receptor ativado por proliferadores de peroxissoma y (PPARYy) nas
células musculares lisas da artéria aorta dos camundongos suplementados com CLA,
sugerindo que este seria 0 mecanismo responsavel pela inibicdo da aterosclerose. O
PPARy é um membro de uma familia de receptores nucleares, pertencente a um tipo de
fatores de transcricdo regulatérios que parece estar envolvido no transporte de lipides
entre mondcitos e macréfagos, na inibicao da formagao de citocinas pré-inflamatérias e
consequentemente na reducéo da placa de ateroma (KERSTEN; DESVERGNE; WAHLI,
2000). Alguns estudos com ratos também demonstraram resultados significativos com
relacdo a alteracdo no perfil lipidico, e consequentemente na prevengdao de doencgas

cardiovasculares (RAHMAN et al., 2001; STANGL, 2000).

Estudos realizados com hamsters demonstraram que este modelo animal
parece responder de forma diferente a suplementagdo com CLA. Durante 8 semanas,
hamsters machos receberam dieta contendo uma mistura de isémeros de CLA, apenas os
isbmeros cis-9, trans-11 CLA ou trans-10, cis-12 CLA ou dieta sem CLA (controle),
constituindo 4 grupos com 32 animais cada. A coleta de sangue foi realizada na metade e
ao final do experimento. Nestes dois momentos, os valores de colesterol total plasmatico
dos animais suplementados com a mistura de isdmeros e apenas com o trans-10, cis-12

apresentaram reducdo estatisticamente significante em relacdo aos demais. Em
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contrapartida, estes mesmos animais obtiveram concentragbes de ftriacilgliceréis
plasmaticos superiores aos animais dos grupos cis-9, trans-11 e controle. O perfil dos
acidos graxos das lipoproteinas VLDL, LDL e HDL também foi analisado. Os animais que
receberam a mistura de CLA e o isémero trans-10, cis-12 tiveram o colesterol LDL e HDL
reduzidos. Ja as concentracoes de colesterol e triacilglicer6is da VLDL aumentaram
nestes mesmos grupos apds a suplementagdo (DECKERE et al, 1999). Corroborando
com estes resultados, Gavino e colaboradores (2000) alimentaram hamsters por 43 dias
com dieta aterogénica acrescida de uma mistura de isbmeros de CLA (10 g/kg de dieta)
ou do isébmero puro cis-9, trans-11 CLA (2 g/kg de dieta) ou de acido linoléico (2 g/kg de
dieta). Somente os animais que receberam a mistura de isdbmeros de CLA, apresentaram
redugdo nos niveis plasmaticos de triacilgliceréis e colesterol total. Estes estudos
sugerem que o isbmero trans-10, cis-12 seja o responsavel pelo efeito anti-aterogénico
encontrado, visto que mesmo quando presente em pequenas quantidades, como nas
misturas de CLA, alteracoes positivas foram relatadas (GAVINO et al., 2000; DECKERE

et al., 1999).

Ainda que ndo haja estudos suficientes que confirmem um possivel efeito anti-
aterogénico do consumo de CLA em humanos, Mougios et al. (2001) mostraram que a
suplementagdo com CLA (0,7 g/dia) durante 4 semanas, diminuiu 0s niveis séricos de
colesterol total e triacilgliceréis. Da mesma maneira, alguns dados sugerem niveis
plasmaticos significativamente mais baixos apds a ingestdao do isémero cis-9, trans-11
CLA, quando comparados ao grupo controle, em pacientes com histérico de doenca
aterosclerotica (STACHOWSKA et al., 2005). No entanto, a grande maioria das pesquisas
nao é satisfatéria e demonstra resultados contraditérios. Benito e colaboradores (2001)

suplementaram dezessete mulheres com 3,9 g de uma mistura de CLA por 63 dias. Ao
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final, ndo foi observada mudanca no perfil dos lipides plasmaticos ou lipoproteinas. Este
resultado pode ser explicado pelo pequeno numero da amostra, curto tempo de
intervencao e também pelo fato das voluntarias terem consumido dieta normolipidica
durante o experimento. Sabe-se que € mais dificil observar redugbes lipidicas em
individuos normolipidicos do que em hiperlipidicos (NELSON et al.,, 1997). Smedman e
Vessby (2001) mostraram que a ingestdo de 4,2 g de CLA/dia durante 12 semanas nao
afetou as concentracgdes de lipides séricos e lipoproteinas. Nenhum efeito sobre os teores
de triacilgliceréis, colesterol total e HDL-colesterol séricos foi relatado por Petridou;
Mougios; Sagredos (2003), quando estes estudaram o efeito da suplementagédo com 2,1 g

de CLA/dia durante 45 dias em mulheres jovens sedentarias.

Embora conflitantes, estudos realizados com a administragao de CLA seja por
meio de ensaio biolégico ou ensaio clinico, tem demonstrado um possivel efeito anti-
aterogénico deste acido graxo (STACHOWSKA et al., 2005, PETRIDOU et al., 2003,
MOUGIOS et al.,, 2001, STANGL, 2000; DECKERE et al., 1999; LEE; KRITCHEVSKY;
PARIZA, 1994). Algumas das possiveis teorias para explicar tal efeito, sugerem que exista
declinio da producéao de colesterol, assim como de sua secrecao pelo figado (SAKONO et
al., 1999), reducao da sintese de triacilglicerdis, associada ao aumento de sua oxidagao e
maior ativacdo do PPARy (TOOMEY et al., 2003; RAHMAN et al, 2001), inibicdo da
producdo de tromboxano e consequente diminuicdo da agregacgao plaquetaria (STANGL,
2000; TRUITT; McNEILL; VADERHOEK, 1999), potencializagdo da agao da enzima oxido-
nitrico sintetase em nivel endotelial, assim como atenuagdo da sintese de algumas
prostaglandinas, como por exemplo, a prostaglandina |.. De maneira geral, os resultados
que indicam efeito anti-aterogénico do CLA estao relacionados a sua propriedade anti-
inflamatéria (ZULET et al., 2005).
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Acredita-se que estes resultados controversos sejam explicados pelos
seguintes fatores: diferentes efeitos dos isbmeros empregados, grande variagdo das
espécies animais utilizadas como modelo experimental, dose, tempo de tratamento, entre
outros. Segundo alguns pesquisadores, o isémero cis-9, trans-11 parece exercer maior
efeito anti-aterogénico, ainda que também nao exista um consenso a este respeito (BANU
et al., 2006). Sendo assim, o aprofundamento do conhecimento sobre as vias de acéo e
0s possiveis efeitos complementares ou antagonistas dos isdbmeros, merecem maiores
investigacdes e correspondem a uma das principais linhas de investigagcéo atual, para que
dessa maneira, seja possivel assegurar a utilizacdo do CLA na reducdo das doencgas

cardiovasculares em humanos (BHATTACHARYA et al., 2006; BELURY, 2002).

2.2.3 Alteracao da Composicao Corporal

Na busca por solugdes para combater os perigos do excesso de peso frente as
suas complicacdes, como diabetes mellitus, hipertensdo, risco cardiovascular, entre
outras, existe um crescente interesse a respeito dos beneficios que a suplementagdo com
acido linoléico conjugado proporciona sobre a composi¢cao corporal. Numerosos estudos
realizados com animais experimentais e também com humanos, vem demonstrando a
capacidade do CLA em reduzir a gordura corporal (BOTELHO et al, 2005b;
OSTROWSKA et al., 1999; PARK et al., 1999; PARK et al., 1997) e aumentar a massa
magra (PARK et al.,, 1999; PARK et al., 1997), seja por meio do consumo de alimentos

enriquecidos ou da suplementagdo com este composto. No entanto, vale ressaltar que
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existe uma grande variacdo nos resultados observados, devido as diferencas

metodoldgicas adotadas em cada uma das pesquisas realizadas.

Em geral, o CLA administrado nos grupos tratados (experimentais) estd na
forma de acido graxo livre, encapsulado, em doses que variam entre 3 a 7,2 g/dia. Ja para
0s grupos placebos (controle) sdo comumente utilizados 6leo de oliva, girassol, soja ou
ainda acido oléico e/ou linoléico. Recentemente, alguns estudos observaram efeitos
benéficos com a utilizacdo do CLA apds o consumo de alimentos enriquecidos com este
acido graxo, seja de forma intencional ou de maneira natural (DESROCHES et al., 2005;
MEINERT; TOUBRO; ASTRUP, 2003). Quanto a caracterizacdo da populacdo estudada,
destaca-se que normalmente as pesquisas sdo realizadas com individuos sadios, sem
que haja controle da ingestdo alimentar. No entanto, alguns pesquisadores utilizam
unidades metabdlicas nas quais existe controle estrito da ingestao alimentar (TERPSTRA,
2004; BENITO et al., 2001; MEDINA et al., 2000; ZAMBELL et al., 2000). Também vale
ressaltar a existéncia de estudos realizados com individuos portadores de sindrome
metabdlica (RISERUS; BERGLUND; VESSBY, 2001). Ainda deve-se considerar o
isbmero utilizado durante o experimento. Alguns estudos sao realizados com isdmeros
isolados, porém, em sua maioria, sdo empregadas misturas de isbmeros compostas
normalmente pelos cis-9, trans-11 e trans-10, cis-12 CLA na proporg¢ao de 1:1. Sabe-se
que diferentes isdbmeros exercem atividades bioldgicas distintas, contribuindo de maneira
diferente sobre os efeitos benéficos ou potencialmente adversos da suplementagdo com
CLA. Existem evidéncias de que dentre estes dois acidos graxos, o isdmero trans-10,
cis-12 seja o responsavel pelas alteracdes na composicdo corporal (PARK et al., 1999).

Além das diferencas metodolégicas apresentadas, os estudos ainda divergem em relagéao
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ao numero de individuos, sexo, idade, duracdo da pesquisa, indice de massa corporal

(IMC) adotado, assim como no método de avaliagao corporal empregado.

Apesar de tantas variagdes nas metodologias empregadas nos estudos faz-se
necessario reconhecer que o CLA responde de forma diferente dependendo do tecido
adiposo em que ele atua (WANG; JONES, 2004). Da mesma maneira, o CLA pode ser
influenciado pelo tipo e quantidade de outros componentes da dieta, como proteinas
(AKAHOSHI et al., 2004) e lipides (WANG; JONES, 2004). Estudos recentes revelaram
que o CLA tem sua agao diminuida, como agente redutor da massa gorda, quando foram

administradas dietas pobres em lipides (KIMBERLY et al., 2005).

Sao varios 0s mecanismos propostos para explicar a alteragdo na composi¢ao
corporal ocasionada pelo consumo de CLA, dentre eles estdo: diminuicao da proliferagao
e diferenciacdo de pré-adipdcitos, diminuicdo da esterificagdo de acidos graxos em
triacilglicerois, aumento do gasto energético, aumento da lipdlise, alteragao da atividade
das enzimas envolvidas nos processos de oxidagdo e sintese de acidos graxos,
modificacdo da concentracdo de proteinas reguladoras do consumo alimentar e
adipogénse, alteracao da expressao de genes relacionados ao metabolismo lipidico, entre

outros (WANG; JONES, 2004).

Os pré-adipécitos sao células capazes de proliferar-se facilmente, e este é um
dos mecanismos responsaveis por aumentar a deposicdo de gordura nos tecidos
(BELURY, 2002). Vérias pesquisas foram realizadas de forma a considerar que a
diminuicdo da proliferagdo dos pré-adipocitos possa causar reducdo no acumulo de
gordura. Por meio da utilizagao de pré-adipécitos 3T3-L1 de roedores, inUmeros estudos

demonstraram reducao da proliferacdo das células tratadas com CLA (EVANS et al.,
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2000; SATORY; SMITH, 1999). De maneira semelhante, pré-adipdcitos humanos
apresentaram diminuigédo de 30 a 35 % na proliferacdo celular quando se administrou CLA
(McNELL; MERSMANN, 2001). No momento em que os pré-adipécitos tornam-se
maduros e diferenciam-se a adipdécitos, estes passam a ter a capacidade de sintetizar e
estocar uma grande quantidade de lipides (WANG; JONES, 2004; GREGOIRE; SMAS;
SUL, 1998). A diferenciacao do pré-adipécito a adipédcito maduro é mediada por uma série
de fatores de transcricdo, dentre eles, particularmente pelo enhancer-binding protein
(C/EBPq) e pelo receptor ativado por proliferadores de peroxissoma y (PPARY) (NTAMBI;
YOUNG-CHEUL, 2000). Estes fatores de transcricado coordenam a expressdo de genes
envolvidos na sintese e manutencao dos adipécitos, incluindo o transportador de glicose
dependente de insulina (GLUT4) e a estearoil - CoA dessaturase (SCD). Acredita-se que
se menos pré-adipdcitos diferenciarem-se até adipécitos maduros, pode haver diminuicao
do numero de células potencialmente capazes de armazenar lipides e consequentemente
reducdo do tecido adiposo (PARIZA; PARK; COOK, 2000). Neste sentido, Brodie e
colaboradores (1999), demonstraram que culturas de pré-adipécitos 3T3-L1, quando
tratadas com uma mistura de CLA, apresentaram menores niveis de PPARy. De forma
semelhante, pré-adipdcitos 3T3-L1 suplementados com CLA também mostraram reducao
da expressao do C/EBPa (KANG et al., 2003). Corroborando com estes resultados, varios
estudos verificaram a capacidade do CLA em inibir a atividade do GLUT4 (KANG et al.,
2003; TAKAHASHI et al., 2002) e da SCD (BROWN et al, 2003; CHOI et al., 2000;
BRETILLON et al., 1999). Estes resultados indicam reducao da proliferacao celular como

conseqléncia da inibicao de fatores de transcricdo e genes envolvidos neste processo.

Do mesmo modo como a inibicdo da proliferacdo e diferenciagdo dos

adipdcitos, a diminuicdo do tamanho destas células também contribui para a redugéo do
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tecido adiposo. O tamanho do tecido adiposo corresponde quase que exclusivamente a
quantidade de triacilgliceréis no interior da célula, visto que este representa cerca de 95 %
dos lipides presentes nos adipécitos (BELURY, 2002). Estudos in vitro tém demonstrado
que pré-adipécitos 3T3-L1 suplementados com CLA diminuem seu conteudo de
triacilglicerdis e consequentemente seu tamanho (EVANS et al,, 2000). Estes mesmos
resultados foram reportados por Brown, Evans e Mcintosh (2001), quando estes trataram
culturas de pré-adipécitos 3T3-L1 durante os seis primeiros dias de diferenciacdo com o
isdbmero puro trans-10, cis-12 CLA. Estas células tiveram a quantidade de triacilglicerois
no seu interior diminuida concomitantemente ao seu tamanho. Resultados similares foram
observados em estudos in vivo. Quando ratos Sprague-Dawley foram alimentados com
dietas contendo 0; 0,25; e 0,5 % de CLA (97 %) ou com 0,5 % de uma mistura de
isbmeros de CLA (55 %) por 5 semanas, verificou-se reducao significativa (p < 0,05) do
peso dos tecidos adiposos retroperitonial e parametrial dos animais pertencentes ao
grupo experimental. Esta reducéo foi ocasionada pela diminuigdo no tamanho das células
adiposas, uma vez que nao foi observado decréscimo do nimero de células em ambos os
tecidos (AZAIN et al., 2000). Utilizando-se do mesmo modelo experimental, Poulos e
outros (2001), encontraram reducdo dos tecidos inguinal e retroperitoneal de ratos
alimentados com 0,5 % de CLA, causada pelo aumento de numero de adipdcitos
pequenos e diminuicdo do numero de adipécitos grandes. Sisk e colaboradores (2001)
demonstraram que machos e fémeas nao obesos de ratos da linhagem Zucker, quando
suplementados com 0,5 % de CLA, tiveram reducdo do tecido adiposo causada pela
diminuicdo do tamanho dos adipécitos. No entanto, o mesmo nado foi observado nos

animais obesos, que tiveram seu tecido adiposo aumentado apés a suplementacgao.
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A lipase lipoprotéica (LPL) € uma enzima sintetizada no adipdécito cuja atuagao
ocorre na superficie do endotélio epitelial, onde ela atua clivando os acidos graxos das
lipoproteinas circulantes. Estes acidos graxos entdo podem ser oxidados ou participarem
da ressintese lipidica pelos adip6citos. Dessa maneira, a sintese de triacilglicerol pode ser
alterada pela atividade da LPL. Acredita-se que a diminuicdo da atividade desta enzima
possa restringir os éacidos graxos disponiveis capazes de serem ressintetizados a
triacilglicerois e assim reduzir a deposicao lipidica (PARIZA; PARK; COOK, 2001). Park et
al., (1997) encontraram reducéo linear da atividade da lipase lipoprotéica em culturas de
adipécitos 3T3-L1 quando estas foram tratadas com uma quantidade crescente
(20 a 200 pmol/L) de CLA. Posteriormente, este mesmo grupo de pesquisadores,
identificou reducao significativa da atividade da LPL, assim como dos triacilgliceréis e
glicerdis intracelulares quando adipocitos 3T3-L1 foram suplementados com o isémero
trans-10, cis-12 CLA (PARK et al., 1999). Da mesma maneira, nosso Grupo de Pesquisa,
em projeto anterior, verificou redu¢do da atividade da LPL em cultura de adipdcitos
3T3-L1, quando estes foram suplementados com misturas de CLA durante 7 dias

(BOTELHO; SANTOS-ZAGO; OLIVEIRA, 2009).

Outras enzimas envolvidas na lipogénese, como a acetil CoA carboxilase
(ACC) e a acido graxo sintase (FAS) também apresentaram alteracbes frente a
suplementagdo com CLA. Estas enzimas s@o responsaveis pela sintese de novo de
triacilglicer6is no tecido adiposo e na glandula mamaria. Neste sentido, Tsuboyama-
Kasaoka e outros (2000) quantificaram o RNAm para ACC e FAS em fémeas de
camundongos alimentadas com 1 % de CLA por 5 meses. Estes animais apresentaram
diminuicao de 72 % e 88 % dos niveis de RNAm das enzimas acetil CoA carboxilase e

acido graxo sintase, respectivamente. A expressdo génica de diversas enzimas
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lipogénicas é controlada pelo fator de transcricdo SREBP-1 (sterol regulatory element
binding protein-1). Sendo assim, o efeito da suplementagédo com CLA sobre a expressao
do SREBP-1 foi avaliado em algumas pesquisas. A abundancia do RNAm deste fator de
transcricdo reduziu com o tratamento e passou a representar um terco da abundancia
comparada ao grupo controle (SAKAI et al., 1996). O PPARYy, outro importante fator de
transcricdo envolvido na adipogénese, foi suprimido em fémeas e machos de
camundongos C57BL/6J (TSUBOYAMA-KASAOKA et al, 2000) e em machos de
camundongos ICR (TAKAHASHI et al., 2002), quando estes animais foram alimentados
com uma mistura de CLA contendo os isbmeros cis-9, trans-11 CLA e trans-10, cis-12
CLA em quantidades similares. A concentragdo do transportador de glicose dependente
de insulina (GLUT4), determina a passagem de glicose para o tecido adiposo, para o
musculo e para a membrana plasmatica. Assim, alteracdes neste transportador resultam
em mudangas na conversdo de glicose em gordura, especificamente triacilglicerol. A
suplementagdo com 1 % de CLA diminuiu os niveis de RNAm do GLUT4 no tecido
adiposos branco e marrom, ao mesmo tempo que aumentou sua concentragdo no

musculo esquelético em camundongos (TAKAHASHI et al., 2002).

O aumento no processo de apoptose dos adipdcitos contribui de forma
importante para a diminuicdo da deposicao de gordura em animais tratados com CLA.
Quando fémeas de camundongos C57BL/6J foram alimentadas com dieta semi-purificada
com ou sem CLA (1 %) durante 11 dias, verificou-se 41 % de reducdo no tamanho dos
adipdcitos do tecido adiposo branco dos animais que receberam CLA. Esta redugao foi
possivelmente causada pelo aumento na expressdo do fator de necrose tumoral a
(TNFa). O TNFa é uma citocina capaz de causar apoptose nos adipécitos e dessa

maneira reduzir o tecido adiposo (TSUBOYAMA-KASAOKA et al., 2000). Também
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verificou-se aumento de cerca de quatro vezes na incidéncia de apoptose na gordura
retroperitoneal em camundongos tratados com 2 % de CLA apés catorze dias (MINER et

al., 2001)

Os &cidos graxos representam a principal fonte de energia para muitos tecidos,
especialmente para o muscular e o hepatico. Grande parte dos tecidos contém pequenas
quantidades de lipides estocados, portanto, o suprimento continuo de &cidos graxos €
proveniente do tecido adiposo. Os acidos graxos sao fornecidos por meio da lipdlise,
transportados pela corrente sanguinea e atingem as células, onde sofrem oxidagao.
Alguns estudos demonstraram aumento na razao lipolitica de células 3T3-L1 e em porcos
apds a administragao de CLA (OSTROWSKA et al., 1999; PARK et al., 1999; PARK et al.,
1997). Embora insuficientes, estes resultados sugerem que o aumento na lipélise possa

contribuir para a reducao da deposicao lipidica.

O aumento da oxidacdo dos &cidos graxos parece diminuir a quantidade
disponivel destes para a sintese de triacilglicerdis e consequentemente da deposi¢ao
tecidual de gordura. A oxidacao dos &acidos graxos ocorre em duas organelas distintas, a
mitocondria e o peroxissomo (BELURY, 2002). Estudos indicam que o consumo dietético
de CLA induz o aumento da oxidacdo. Quando ratos foram alimentados com 1 % de uma
mistura de isbmeros de CLA durante 2 semanas, estes produziram mais cetonas do que
0s animais controle, que receberam a mesma proporcao de acido linoléico (SAKONO et
al., 1999). Neste mesmo contexto, Evans; Brown; Mclntosh (2002), verificaram aumento
da razao B-hidroxibutirato/acetoacetato, sugerindo que o consumo de CLA teria sido
capaz de aumentar a [B-oxidacdo dos acidos graxos. Estes mesmos pesquisadores

observaram aumento da oxidacao do acido oléico em culturas de adipécitos 3T3-L1 que
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receberam 50 pmol/L de frans-10, cis-12 CLA durante 6 dias. A carnitina
palmitoiltransferase (CPT) é a enzima responsavel pelo transporte inicial de acidos graxos
para o interior da mitocondria para serem oxidados, assim sendo uma enzima limitante na
B-oxidagao. Martin e outros (2000) observaram aumento na atividade da CPT no figado e
no tecido adiposo de ratos que consumiram dieta contendo 1 % de trans-10, cis-12 CLA
por 6 semanas. Rahman e colaboradores (2001) também demonstraram aumento da
atividade da CPT no tecido adiposo marrom, tecido adiposo perirenal, tecido muscular e
figado em ratos Otsuka Long-Evans Tokushina Fatty (OLEFT) suplementados com 1 %

de CLA na forma de triacilglicerol e na forma de acidos graxos livres.

O aumento do gasto energético pode ser outro possivel mecanismo capaz de
diminuir a deposi¢ao de gordura em espécies tratadas com CLA. West e outros (1998),
alimentaram camundongos AKR/J com dieta rica (45 % Kcal) ou pobre (15 % Kcal) em
lipides, acrescida ou nao de 1 % de CLA. Os grupos suplementados com CLA
apresentaram diminuicido significativa da deposicdo de gordura, independente do tipo de
dieta consumida e aumento na razdo metabdlica, sugerindo aumento do gasto energético.
Resultados semelhantes foram reportados por Ohnuki e colaboradores (2001) quando
camundongos Std ddY receberam uma Unica dose de uma mistura de CLA. Estes animais
demonstraram elevacdo no gasto energético e subsequentemente reducdo do tecido

adiposo branco.

O tecido adiposo, seja na forma de pré-adipécitos ou adipécitos maduros, é
capaz de secretar inUmeros fatores regulatérios (ROMERO; ZANESCO, 2006;
HERMSDORFF; MONTEIRO, 2004). A leptina, um horménio sintetizado exclusivamente
pelos adipécitos e secretado no plasma, é responsavel por sinalizar a saciedade ao

hipotdlamo. A quantidade de leptina produzida e sua concentragdo plasmatica é
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dependente do tamanho do adipécito e do tecido adiposo (HERMSDORFF; VIEIRA;
MONTEIRO, 2006; MEDINA et al, 2000). A grelina, um horménio secretado
predominantemente pelo trato gastrointestinal, também é responsavel por sinalizar aos
centros hipotaldmicos a ingestao alimentar. Desta maneira, estes horménios regulam o
balanco energético, tornado-se um importante mecanismo de manutencdo do peso
corporal e prevencdo da obesidade (ROMERO; ZANESCO, 2006). A resistina e
adiponectina sdo adipocinas secretadas pelos pré-adipécitos e adipdcitos maduros,
respectivamente. Estas proteinas controlam a utilizagao de glicose e acidos graxos pelas
células e desta forma, regulam a adipogénese (HERMSDORFF; MONTEIRO, 2004).
Considerando a importancia do perfil hormonal no desenvolvimento da obesidade, alguns
estudos estao sendo realizados, no sentido de verificar a agdo do CLA sobre estes fatores
(POIRIER et al., 2005; YAMASAKI et al,, 2003; RAHMAN et al., 2001). Ratos OLETF
tiveram os teores de leptina reduzidos estatisticamente (p < 0,05) quando alimentados
com 1 % de CLA durante 4 semanas (RAHMAN et al., 2001). Resultados similares foram
encontrados por Yamasaki e outros (2003), quando niveis de leptina sérica inferiores
foram observados em ratos Sprague-Dawley que receberam 0,2 % de CLA por 8
semanas. Mais recentemente, este Grupo de Pesquisa, também observou redugédo da
leptina sérica em ratos Wistar suplementados com 2 % de misturas comerciais de CLA
apés 42 dias (BOTELHO; SANTOS-ZAGO; OLIVEIRA, 2008). Entretanto, outras
espécies, como coelhos e humanos, ndo apresentaram alteracdes nos teores de leptina,
apds o consumo de CLA (CORINO et al., 2002; MEDINA et al., 2000). A suplementacao
com CLA mostrou-se capaz de inibir a atividade do receptor ativado por proliferadores de
peroxissoma y (PPARYy) e este, por sua vez, reduziu a expressao dos genes para leptina

em roedores e adipécitos (KALLEN; LAZAR, 1996; ZHANG et al, 1996).
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Concomitantemente, a incorporagdo do CLA na fracdo fosfolipidica das membranas
celulares, alterou os sinais de transdugéo e consequentemente a producgao de leptina (IP;
SCIMECA; THOMPSON, 1994). Estes resultados indicam a atuacdo do CLA na

diminuicdo da producéao deste horménio.

Sendo assim, estes sdo os possiveis mecanismos de agao pelos quais o CLA
€ capaz de alterar a composi¢ao corporal (Figuras 3 e 4). Contudo, verifica-se que todas
as alteracbes metabdlicas que ocorrem propiciam simultaneamente a diminuicdo da

lipogénese e/ou a potencializacao da lipélise (PARK et al., 1997).

s nemnvacio
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Figura 3. Possiveis mecanismos de acdo do &cido linoléico conjugado (CLA) relacionados a
composicao corporal, em adipécitos e masculo esquelético. Adaptado de Pariza et al., (2001).
AG=4cido graxo; AMPc=adenosina monofosfato ciclico; ATP=adenosina trifosfato; CPT=carnitina palmitoil transferase;

LHS=lipase hormoénio sensivel; LPL=lipase lipoprotéica; SCD=esteroil CoA dessaturase; UCP=Uncoupling
proteins/Proteinas de desacoplamento. ativagao, --------- inibigao.
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Figura 4. Modelo dos efeitos do isdmero trans-10, cis-12 CLA em adipécitos e pré-adipdcitos.
Adaptado de Pariza et al., (2001).

AG=4acido graxo; LHS=lipase horm6nio sensivel; LPL=lipase lipoprotéica; SCD=esteroil CoA dessaturase.

Embora o acido linoléico conjugado venha sendo cada vez mais utilizado em
estudos clinicos que buscam comprovar a eficacia deste acido graxo na perda de peso e
gordura corporal, ainda sao escassos os resultados obtidos frente aos inUmeros ensaios
biolégicos (BHATTACHARYA, 2006). Ainda que muitos destes trabalhos tenham
apresentado resultados benéficos com o uso de suplementos de CLA, algumas pesquisas
apontam dados ndo conclusivos sobre a reducdo de peso e alteracdo na composicao
corporal, especialmente quando a casuistica € composta por individuos eutréficos ou com

sobrepeso, classificados segundo o IMC (TRICON et al., 2005).

Um dos primeiros estudos realizado com mulheres adultas saudaveis analisou

os efeitos da ingestao de 3 g/dia de CLA durante 64 dias, sobre a massa magra, massa
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gorda e percentual de gordura corporal, comparado ao grupo placebo, que recebeu 6leo
de girassol. ParAmetros como gasto energético, oxidacdo lipidica e relacdo de troca
gasosa também foram mensurados. O estudo ndo relatou nenhuma diferenga na
composicdo corporal ou em qualquer dos pardmetros avaliados (ZAMBELL, 2000).
Quando mulheres jovens sedentarias consumiram 2,1 g CLA/dia durante 45 dias, nao foi
observada qualquer alteracdo na composicéo corporal. A gordura corporal foi medida por
meio da tomada das dobras cutaneas em dez diferentes locais (PETRIDOU, 2003). Da
mesma maneira, ndo foi observado nenhum efeito sobre a massa corporal total, massa
gorda e massa magra de individuos saudaveis e praticantes de atividade fisica
(treinamento de resisténcia) apds a suplementacdao com 6 g/dia de CLA durante 28 dias

(KREIDER et al., 2002).

Paralelamente, alguns estudos observaram resultados positivos apds o
consumo de suplementos de CLA. Em uma pesquisa realizada por Blankson e ouros
(2000), foram analisados 47 individuos obesos e com sobrepesos suplementados com
1,7; 3,4; 5,1 ou 6,8 g/dia de CLA ou com 9 g/dia de 6leo de oliva por 12 semanas. Apo6s o
tratamento, houve diminuigcado da gordura corporal ndo dose dependente dos individuos
pertencentes aos grupos suplementados com 3,4 e 6,8 g/dia de CLA. Contribuindo com
estes resultados, Smedman; Vessby (2001) encontraram reducdo estatisticamente
significante (p < 0,001) da gordura corporal de mulheres saudaveis suplementadas com
3,4 g/dia de uma mistura de CLA durante 12 semanas. Ainda em 2001, Riserus; Berglund;
Vessby avaliou o efeito da ingestdo de 4,2 g de CLA/dia durante 4 semanas sobre as
mudangas no tecido adiposo e fatores de risco cardiovascular em homens obesos de
meia idade com sinais de sindrome metabdlica. Nenhum dos fatores foi alterado, exceto o

didmetro abdominal (como uma medida da obesidade abdominal), que diminuiu com o
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consumo de CLA. O estudo concluiu que o CLA pode diminuir apenas a massa de

gordura abdominal, sem afetar a obesidade global e fatores de risco cardiovasculares.

Alguns estudos buscaram identificar os efeitos benéficos do CLA apds o
consumo de alimentos enriquecidos com este acido graxo. Nao foi observada qualquer
diferenca na massa gorda ou massa magra de homens e mulheres obesos de meia-idade,
que receberam durante 18 semanas, bebidas lacteas contendo os isdmeros purificados
de CLA na proporcao de 1,5 e 3,0 g/dia (MALPUECH-BRUGERE; VERBOEKET-VAN DE
VENNE; MENSINK, 2004). Corroborando com estes resultados, ndo foram encontradas
diferencas no acumulo de tecido adiposo abdominal e subcutdneo de homens obesos,
apdés a ingestdo de manteiga contendo alto ou baixo teor de CLA por 4 semanas
(4,22 g/100 g e 0,38 g/100 g de lipides de manteiga, respectivamente) (DESROCHES et

al., 2005).

Esta discrepancia observada entre os ensaios bioldgicos e clinicos pode, em
parte, ser explicada pela dose de CLA utilizada. Nos humanos, o teor de CLA
administrado é muito inferior as doses utilizadas em animais experimentais. Além disso,
vale ressaltar que a maioria dos estudos realizados com modelos experimentais utiliza-se
de animais em fase crescimento, enquanto que, com humanos, na fase adulta. Portanto,
os estudos sobre os efeitos do CLA em humanos, tém como objetivo a diminuicdo dos
depdsitos de gordura ja formados (hipertrofia) e em animais em crescimento, a diminuigao
do numero de adipdcitos e, consequentemente, da deposicdo de gordura (hiperplasia e

hipertrofia) (PARIZA; PARK; COOK, 2000).

A variedade metodoldgica empregada nos ensaios clinicos pode proporcionar

certa inseguranga quanto aos efeitos da suplementacdo com CLA, frente a saude. Neste
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sentido, existe uma clara necessidade de mais estudos, principalmente a longo prazo,
para determinar o tempo mais adequado de tratamento, a dose necessaria para atingir os
resultados desejados e fundamentalmente, para esclarecer o perfil metabdlico dos
individuos que podem se beneficiar desta suplementagdo de acidos graxos. De forma
complementar faz-se necessdarias maiores investigacdes que nos permitam elucidar os
mecanismos de agao dos diferentes isébmeros bioativos para assim identificarmos as

vantagens ou adversidades da utilizagdo do CLA.

2.2.4 Resposta Imune e Anti-inflamatoéria

O sistema imune atua protegendo os individuos dos agentes infecciosos que
existem no meio ambiente, como por exemplo, as bactérias e virus. Este sistema esta em
constante atividade e pode ser dividido em sistema imune inato e adquirido. Existem
importantes variagdes inter-individuais em muitas das fungdes imunitarias, que envolvem
fatores genéticos, idade, género, tabagismo, consumo de alcool, nivel de atividade fisica,
ciclo menstrual, estresse, histéria prévia de vacinas e infecgoes, dieta, entre outros

(BHATTACHARYA et al., 2006; POIRIER et al., 2006).

O estado nutricional € um fator muito importante em relagdo a imuno
competéncia. Sabe-se que a nutricdo inadequada, tanto pela ingestdo deficiente de
energia e macronutrientes, como por déficit de micronutrientes, ou pela associacdo de
ambas situacoes, afeta o sistema imune, o que aumenta a susceptibilidade a infecgoes

(CALDER; KEW, 2002). Atualmente, inUmeras pesquisas tém sido desenvolvidas em
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busca de uma correlagdo entre a modulacdo do sistema imune e os lipides da dieta,
destacando-se entre eles, os acidos graxos poliinsaturados da familia «w-3 e os &cidos
graxos trans (WU, 2004; CALDER, 2001). Neste sentido, considera-se que o0s &cidos
graxos da dieta podem potencialmente alterar as respostas imunes e inflamatérias. Dessa
maneira, alguns aspectos das respostas imunes inatas e de adaptacao, assim como os
mecanismos pré-inflamatérios podem ser afetados tanto positiva quanto negativamente
pela suplementacdo com CLA. No entanto, os mecanismos de acdo pelos quais estes

eventos ocorrem ainda ndo estéo elucidados (BELURY, 2002).

Para tentar explicar o modo de acdo do CLA, foram propostos diferentes
mecanismos. O primeiro deles seria por meio da modulagcdo do TNF-a, que por sua vez,
seria capaz de alterar o efeito dos eicosanoides. Modificando este efeito seria possivel
afetar tanto a sintese de citocinas como a fungéo imune. Esta teoria esta embasada na
capacidade do CLA em inibir a sintese de PGE,. As prostaglandinas sdo sintetizadas a
partir do acido linoléico via ciclooxigenases. O CLA seria capaz de competir com o &cido
linoléico pela absorgcao e deste modo inibir a producdo de PGE,. Outro mecanismo esta
relacionado a inter-atuacdo sobre os PPARs. Os PPARs sdo receptores dos acidos
graxos que regulam a expressdo dos genes, que por sua vez, afetam a homeostase
energética e as fungbes imunes. Sabe-se que os isdbmeros de CLA sao potentes
reguladores dos PPARs. Um terceiro fator relevante diz respeito a inativacdo da
transducéao do NF-kB. O CLA parece inibir alguns dos processos inflamatérios modulando
dessa forma, a expressdao de genes celulares especificos associados a resposta
inflamatéria e as respostas imunes. Por fim, o CLA seria capaz de apresentar
propriedades anti-inflamatérias diretas, regulando a expressdo dos mediadores

bioquimicos (BHATTACHARYA et al., 2006).
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Buscando avaliar o efeito do CLA sobre as funcdes celulares de macréfagos,
Cook e colaboradores (1993), isolaram macréfagos peritoniais de ratos alimentados com
0,5 % de CLA. As células dos animais tratados apresentaram atividade fagocitaria duas
vezes maior quando comparado as células do grupo controle. Resultados similares foram
observados por Yamasaki e outros (2000). Quando ratos Sprague-Dawley foram
suplementados com diferentes doses de CLA (0; 0,05; 0,10; 0,25 e 0,50 %) durante 3

semanas, houve aumento na producgao de IgG, IgM e IgA pelo bago destes animais.

Em humanos, a atividade do CLA mostrou-se diferente da encontrada em
modelos experimentais. Dezessete mulheres saudaveis permaneceram confinadas em
uma unidade metabdlica durante 93 dias, recebendo nos primeiros 30 dias capsulas de
6leo de girassol (6 g/dia) para adaptarem-se. Ao final deste periodo, elas foram divididas
em 2 grupos, sendo que 10 delas passaram a receber capsulas com CLA (3,9 g/dia) e as
demais continuaram a receber 6leo de girassol. Apds o experimento o estado imunolégico
destas mulheres foi comparado e verificou-se que nao houve aumento no ndmero de

linfécitos T e B, granulécitos e mondcitos em ambos os grupos (KELLY et al., 2000).

2.2.5 Composicdo Ossea

O osso é formado por uma matriz éssea dura e densa composta
predominantemente por colageno (90 %) e outras proteinas (10 %) como a osteocalcina,
osteonectina, fosfoproteinas, sialoproteinas, fatores de crescimento e proteinas séricas

(ANDREW; ROSENBERG, 1995). Os demais componentes sao células ésseas, que por
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sua vez dividem-se em: osteogénicas, encarregadas de dar origem a outros tipos de
células; osteoblastos, células responsaveis por sintetizar o componente orgéanico da
matriz 6ssea e sua posterior mineralizacdo; osteoclastos, células multinucleares
responsaveis por reabsorver as superficies O0sseas e osteodcitos, células maduras

responsaveis pela manutencao de matriz 6ssea (AUBIN; LIU, 1996).

O RANK (receptor activator of nuclear factor kappa £, membro de uma familia
de receptores do fator de necrose tumoral (TNF), se une ao RANKL (receptor activator of
nuclear factor kappa [ ligand), uma citocina presente na membrana das células
osteoblasticas e do estroma medular. Esta unido estimula a proliferagéo e a atividade dos
osteoclastos, inibindo, por sua vez, a apoptose (DOWNEY; SIEGEL, 2006). Por outro
lado, os osteoblastos produzem um receptor soluvel, chamado osteoprotegerina (OPG),
capaz de unir-se ao RANKL, impedindo a unido RANK-RANKL, e assim sendo apto a
inibir a atividade osteoclastica (RAISZ, 2005). O sistema OPG/RANK/RANKL é um dos
mais importantes na biologia 6ssea. Essas proteinas regulam as atividades celulares na
remodelacao do tecido 6sseo e dessa maneira, intervém na diferenciagao e ativagao das

células 6sseas.

Estudos demonstraram que a administragdo via parenteral de OPG em
roedores, produziu aumento da massa 6ssea e, dessa maneira preveniu a perda induzida
pela ovarectomia. Esta mesma acdo também é mediada pela leptina. Ratos que néo
produzem leptina (animais ob/ob e dB/dB, deficientes por mutagdo génica e por mutacao
de receptor de leptina, respectivamente), evidenciaram aumento da massa éssea. No
entanto, a massa 0ssea deveria estar diminuida, uma vez que a influéncia gonadal que

estes animais apresentam, deveria gerar aumento do niumero de osteoclastos e, por
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conseguinte, da reabsorcao 6ssea, ao mesmo tempo que o excesso de cortisol inibiria a
formagao dos osteoblastos. Entretanto, ao contrario do esperado, estes animais
apresentam 0ssos com mais trabéculas 6sseas e mais resistentes as fraturas. A leptina
parece atuar como um regulador especifico da diferenciacao das células 6sseas. Neste
sentido, alguns estudos demonstraram que este horménio possui efeito osteogénico em
células do estroma medular, favorecendo a funcdo dos osteoblastos (THOMAS et al.,

1999).

Algumas evidéncias tém apontado que o acido linoléico conjugado seria capaz
de modular a mineralizacdo éssea. IniUmeros estudos indicaram que o CLA altera a
concentragcao de leptina, o que justificaria, de imediato, mudancas no metabolismo 6sseo
(CORINO et al., 2002; THOMAS; BURGUERA, 2002). O CLA também atua sobre o PPAR
Y, B e A (MAURIN; CHAVASSIEUX; MEUNIER, 2005), aumentando a atividade da
fosfatase alcalina (CUSACK; JEWELL; CASHMAN, 2005), em conjunto com os acidos
graxos poliinsaturados w-3, reduzindo a perda 6ssea em ratas ovarectomizadas
(SCHLEMMER et al., 1999; SAKAGUCHI; MORITA; MUROTA, 1994) e aumentando a
formacdo 6ssea em ratas em crescimento (WATKINS; SEIFERT, 2000; LI; WATKINS,
1998). Estes resultados podem ser explicados pela regulacdo da génese dos osteoclastos
pela influéncia sobre o Cbfal (core binding factor a1) (DUCY, 2000). Este fator de
transcricdo especifico é necessario para a formacdo da matriz extracelular que
posteriormente ira se mineralizar. Nestas duas situagbes citadas acima, as
prostaglandinas, particularmente a PGE,, produzidas no tecido 6sseo pela acdo da
COX-2, estimulam a RANKL e inibem a osteoprotegerina (PILBEAM; HARRISON; RAISZ,

2002).
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A PGE,; modula os efeitos da vitamina D; (COLLINS; CHAMBERS, 1992), das
citocinas TNF-a (TASHJIAN et al., 1987) e interleucina-3 (IL-3) (COLLINS; CHAMBERS,
1992) e dos fatores de crescimento TGF-B (TASHJIAN et al, 1985), PDGF (fator de
crescimento derivado das plaquetas) (TASHJIAN et al, 1982) e bFGF (fator de
crescimento dos fibroblastos) (HURLEY et al.,, 1998), facilitando a reabsorcdo 6ssea. A
PGE; atua de duas formas distintas sobre os osteoclastos. Quando age de maneira direta,
os osteoclastos sdo inibidos. No entanto, os precursores dos osteoclastos regulam a
diminuicdo de seus préprios receptores, EP2 e EP4, durante sua diferenciacdo, e dessa
maneira, nao sofrem influéncia dos efeitos inibitérios da PGE, sobre a reabsorcéao éssea.
A interleucina-6 (IL-6) é capaz de aumentar a producdo de PGE, a partir da COX-2 e
induzir a supressao da sinese de OPG pelos osteoblastos. No entanto, existe uma acéao
cruzada entre PGE;, e IL-6 favorecendo a diferenciacao dos osteoclastos via sistema
OPG/RANK/RANKL em células 6sseas (LIU et al., 2005). Neste sentido, sabe-se que é
possivel regular a atividade e a expressdo da COX-2 e a PGE,, mediante intervencoes
dietéticas, por meio de um balango adequado de acidos graxos poliinsaturados w-6 e w-3,

capazes por si s0, de diminuir a expressao da COX-2 (ARNAL et al., 2001).

A incorporacao dos acidos graxos poliinsaturados w-3 nas articulagdes produz
reducdo da expressao e atividade das enzimas que degradam os proteoglicanos, a
expressao de citocinas proé-inflamatérias e a expressao da COX-2 (CURTIS et al., 2000),
sugerindo que o perfil lipidico dietético tem impacto sobre a formacao de cartilagem. O
CLA diminui a concentragao de acidos graxos monoinsaturados e poliinsaturados w-6 e
aumenta a de w-3 e saturados. Dessa forma, os efeitos de determinadas acoes
metabodlicas ocorrem a partir dos acidos graxos poliinsaturados w3 (WATKINS; LlI;

SEIFERT, 2001).
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Estudos demonstram que o CLA diminui a reabsorcdo éssea em ratos
ovarectomizadas (KELLY; CASHMAN, 2004) e quando consumido de maneira conjunta
com 4cidos graxos poliinsaturados w-3 melhora a absorgdo de calcio (MURPHY et al.,
2006; KELLY et al., 2003). Um estudo realizado com 136 mulheres pds-menopausa com
idade média de 68,6 anos, observou que a ingestdao de CLA associada a suplementacao
de calcio, aumentou a massa 6ssea das mesmas, avaliada por meio de raio-X e DEXA.
Vale destacar que o principal isdbmero de CLA relacionado a este estudo foi o cis-9,
trans-11, e nao o trans-10, cis-12. (BROWNBILL; PETROSIAN; ILICH, 2005). Resultados
semelhantes foram encontrados quando verificou-se o efeito do consumo de CLA em
individuos praticantes de atividade fisica (BANU et al., 2006). Outros estudos relataram
que o CLA melhorou a absorgcao de célcio in vivo e na linhagem celular adenocarcinoma
CaCo2 de célon humano, sugerindo que o CLA possa aumentar o efeito do calcio na
massa 6ssea (PARK; PARIZA; PARK, 2008; MURPHY et al., 2006; JEWELL; CUSACK;
CASHMAN, 2005; JEWELL; CASHMAN, 2003; KELLY et al., 2003, ROCHE et al., 2001).
Contudo, outros estudos nao observaram diferenca apds a suplementacao com CLA em
marcadores para a saude 6ssea e densidade mineral éssea (DOYLE et al., 2005;
GAULLIER et al., 2004; KREIDER et al., 2002). Sendo assim, mais estudos de longa
duragdo da interacdo entre calcio e os isdbmeros do CLA tornam-se necessarios para

elucidar o efeito do CLA sobre a salde 6ssea.
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3 SUJEITOS E METODOS
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3.1 Aprovacio dos Protocolos Experimentais pelos Comités de Etica

O ensaio biolégico e o0 ensaio clinico seguiram todos 0s requisitos éticos e
receberam aprovacgdo da Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal/IB/UNICAMP -
Protocolo n® 1098-1 e do Comité de Etica em Pesquisa/FCM/UNICAMP - Protocolo

n? 493/2006 (Anexos 1 e 2, respectivamente).

3.2 Matérias-primas

3.2.1 Suplementos

Foram utilizados 6leo de cartamo (6leo de sementes de Carthamus tinctorius

L.) e mistura comercial de CLA Tonalin( fornecidos por doagéo pela Cognis Brasil Ltda.

3.2.2 Leites Semi-desnatados

Os lotes de leite semi-desnatado enriquecido com CLA e de leite semi-
desnatado sem adicdo de CLA (placebo) foram produzidos e fornecidos pelo Grupo

Perdigao, Divisao Elegé Alimentos. Para a elaboragao do leite enriquecido com CLA, um
50



Sujeitos e Métodos

lote de leite desnatado (0,5 % de gordura) foi adicionado de 0,6 % da mistura comercial
de CLA TonalinO TG80 para a obtencdo de um leite semi-desnatado com 1,1 % de
gordura, caracterizando dessa forma, o leite semi-desnatado enriquecido com CLA. Ja o
lote de leite sem a adicdo de CLA (placebo) sofreu desnate até atingir o mesmo teor
lipidico (1,1 % de gordura), caracterizando assim um leite semi-desnatado sem a adicao
de CLA. Ambos os lotes passaram por tratamento térmico UHT com injecdo direta de
vapor (VTIS — Vacuum thermal instant sterilizer) a 144°C, e foram envasados em

embalagem branca Tetra Square.

3.2.3 Leite em P6

A fonte protéica utilizada para a elaboragao das dietas experimentais do ensaio
biolégico foi leite em p6d desnatado fornecido pelo Grupo Perdigdo, Divisdo Elegé

Alimentos cujo teor de proteina bruta era de 34,94 + 0,32 %.

3.3 Determinacao da Composicao Centesimal dos Leites Semi-deshatados e do

Leite em Po6 Desnatado

As andlises da composi¢ao centesimal dos leites semi-desnatados com e sem
adicao de CLA e do leite em p6 desnatado foram realizadas pelo Grupo Perdigao, Divisao

Elegé Alimentos. As proteinas totais, lipidios e cinzas foram determinados segundo a
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Instrugédo Normativa n° 68/06 (BRASIL, 2006). A lactose foi determinada segundo Pereira

et al. (2001) e a umidade segundo o método FIL 9C (WHO, 1987).

3.4 Determinacao dos Indicadores de Autoxidacado Lipidica dos Suplementos e

Dietas

3.4.1 Determinacdo do indice de Peréxido das Amostras (Produto Primario da

Autoxidacao Lipidica)

3.4.1.1 Suplementos (Oleo de Cartamo e CLA)

Realizou-se a determinagao do indice de peréxido utilizando o método oficial
da AOAC (1995), o qual é baseado na oxidacado do iodo na presenca de iodeto de
potassio pelos peréxidos presentes na amostra, assumindo-se que todas as substancias
oxidantes presentes na amostra sdo peroxidos. Para esta analise, aproximadamente 4 g
de amostra foram dissolvidos em 30 mL da solugéo de acido acetico:cloroférmio (3:2). Em
seguida adicionou-se 0,5 mL da solucdo de iodeto de potassio saturada deixando a
reagdo ocorrer por 1 minuto e entdo adicionou-se 30 mL de agua destilada fervida.
Utilizando 0,5 mL de solugdo de amido 1 % em &gua como indicador, realizou-se a
titulacdo com tiossulfato de sédio 0,02 N previamente padronizado. Os resultados foram

expressos em mEqg/kg de amostra. As determinacdes foram realizadas em sextuplicata.
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3.4.1.2 Dietas (Padrao, Enriquecida com Oleo e Cartamo e Enriquecida com CLA)

Para a determinacao do indice de peréxido, foi necesséaria a extragao prévia
dos lipidios totais de cada dieta, a qual foi feita utilizando o método de Bligh; Dyer (1959).
Cerca de 3 g de amostra, em sextuplicata, foram homogeneizados em 10 mL de
cloroférmio, 20 mL de metanol e 8 mL de agua, seguido de agitacao rotativa e continua
durante 30 minutos. Apds esta etapa adicionou-se 10 mL de cloroférmio € 10 mL da
solugdo de sulfato de sodio 1,5 % em agua, seguida de agitacao vigorosa e continua
durante 2 minutos. Apds a diluicdo e separacdo completa das fases, a camada superior
metanolica, contendo agua e os compostos nao lipidicos, foi succionada e a camada
inferior cloroférmica, contendo os lipidios totais, foi filtrada em papel de filtro quantitativo
para obtencdo de uma solugdo limpida. Ao final desse procedimento obtiveram-se os
lipidios diluidos em 20 mL de cloroférmio. Desse volume transferiu-se uma aliquota de
5 mL de cada repeticdo, para uma placa de Petri previamente tarada, que foi levada para
a estufa a 100 °C para a evaporacao do solvente. Apés o resfriamento em dessecador, as
placas foram pesadas e a porcentagem de lipidios totais foi calculada. Com o volume
restante e imediatamente ap6s a extragdo dos lipidios realizou-se a determinagéo do
indice de peroxido utilizando o método oficial da AOAC (1995), ja descrito acima. Para o
célculo do indice de peréxido foi considerada a quantidade de lipidios presente na solugéao
cloroférmica resultante do procedimento de extragdo dos lipidios segundo Bligh; Dyer

(1959).
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3.4.2 Determinacao de Malondialdeido — Valor TBA nas Matérias-primas (Produto

Secundario da Autoxidacao Lipidica)

A determinacdo de malondialdeido (MDA), uma substancia reativa ao acido
tiobarbitdrico, foi feita nos suplementos (controle e CLA) e nas dietas (padrao, enriquecida
com 6leo de cartamo e enriquecida com CLA) a partir de aproximadamente 0,1 g e cerca
de 0,2 g de amostra, respectivamente, e em sextuplicata. O método utilizado para esta
andlise foi o proposto por Sinnhuber e Yu (1958), que tem como principio basico a
formacdo de um pigmento vermelho-roseo composto por 2 moléculas de &cido
tiobarbitdrico e 1 de malonaldeido, cuja absorbancia pode ser lida em luz visivel no
comprimento de onda de 535 nm. O procedimento consistiu na administracdo das
quantidades de amostra referidas acima em balbdes de fundo redondo de 250 mL, seguida
da adigao de 5 mL de 4acido 2-tiobarbiturico 0,1 N, 5 mL de agua, 5 mL de acido cloridrico
0,6 N e 10 mL da solugao de acido tricloroacético 20 % em agua. Os baldes foram
conectados aos condensadores e procedeu-se a destilagdo por refluxo durante
30 minutos em banho-maria fervente. Ap6s esta etapa, acrescentou-se 75 mL de acido
cloridrico 0,6 N e continuou-se o refluxo por mais 10 minutos. Posteriormente, a solugao
foi filtrada em papel de filtro quantitativo e a absorbancia foi determinada a 535 nm em
espectrofotobmetro Beckman Coulterry, modelo DU-640 (utilizando a solugdo de &cido
2-tiobarbitarico para calibragdo). Os resultados foram expressos em unidades de

absorbancia a 535 nm e em valor TBA, ou seja, mg de malonaldeido/kg de amostra.
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3.5Avaliacao da Estabilidade Oxidativa dos Suplementos e dos Leites Semi-

desnatados

A estabilidade oxidativa foi avaliada com base no consumo de oxigénio pela
amostra em equipamento Oxipress™ (90C, 5.00 bar) (TROJAKOVA; REBLOVA;

POKORNY, 2001).

3.6 Ensaio Bioldgico

3.6.1 Animais Experimentais

Para a realizagdo do ensaio biolégico, foram utilizados ratos Wistar, albinos,
machos, saudaveis, recém-desmamados com idade entre 21 e 23 dias, com peso médio
de 56,7 £+ 11,4 g, provenientes do Centro Multidisciplinar de Investigagao Bioldgica da
Universidade Estadual de Campinas (CEMIB/UNICAMP). Durante todo o periodo
experimental os animais receberam dieta e dgua potavel sob o sistema de livre acesso e
permaneceram em ambiente com temperatura e umidade do ar controlada em uma faixa

de 22 + 1°C e 60-70 % respectivamente e, sob ciclo claro/escuro de 12 horas.
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3.6.2 Desenho Experimental

Cem ratos permaneceram em periodo de aclimatagao por 10 dias recebendo
dieta padrao e agua potavel sob o sistema de livre acesso. Apos este periodo os animais
foram divididos em 4 grupos de 20 animais cada, objetivando a homogeneidade quanto
ao peso corporal tanto intra quanto intergrupo. Os 20 animais restantes foram destinados
ao grupo referéncia (Tempo 0). Durante o periodo experimental, a avaliagdo do consumo
de dieta e agua e a verificacdo do ganho de peso corporal foram realizadas a cada dois

dias.

Os grupos experimentais foram divididos da seguinte maneira:

= Grupo SP (Suplementado Placebo): recebeu dieta padrao + 2 % (m/v) em relacédo ao

consumo diario de dieta de 6leo de cartamo por meio de entubacao orogastrica;

= Grupo SE (Suplementado Experimental): recebeu dieta padrdo + 2 % (m/v) em
relacdo ao consumo diario de dieta de acido linoléico conjugado (CLA Tonalin) por

meio de entubacao orogastrica;

= Grupo EP (Enriquecido Placebo): recebeu dieta enriquecida pela adicdo de 2 % de

oleo de cartamo;

= Grupo EE (Enriquecido Experimental): recebeu dieta enriquecida pela adi¢cdo de 2 %

de acido linoléico conjugado (CLA TonalinD).

As andlises foram realizadas em trés momentos do experimento: antes de

iniciar os tratamentos; estas analises foram consideradas como grupo de referéncia
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(Tempo 0), ao final de 4 semanas (Tempo 1) e ao final de 8 semanas (Tempo 2). Ou
seja, dos cem animais iniciais, apds a divisdo dos grupos, vinte foram mortos sem sofrer
nenhum tipo de tratamento, caracterizando o Tempo 0 (T0). Os oitenta animais restantes
permaneceram alojados individualmente durante todo o ensaio em gaiolas de
crescimento. Dessa maneira, apds 4 semanas, 40 animais (10 animais de cada grupo)
foram mortos, caracterizando o Tempo 1 (T1) e ao final, os 40 animais restantes (10
animais de cada grupo) foram mortos apds 8 semanas, caracterizando o Tempo 2 (T2),

conforme a Figura 5.
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100 Ratos Wistar
Machos Adaptagao (10 dias)
Eutanasia
(n =20) Dieta AIN-93G |
| 1
I [ [ |
Grupo SP Grupo SE Grupo EP Grupo EE
(n =20) (n =20) (n =20) (n =20)
| | | |
Dieta AIN-93G + Dieta AIN-93G + Dieta AIN-93G Dieta AIN-93G
2 % sobre 0 2 % sobre o enriquecida com enriquecida com
consumo diario de consumo diario de 2 % de bleo de 2 % de CLA
dieta de 6leo de dieta de CLA cartamo TonalinO
cartamo por TonalinO por
entubacao entubacao
orogastrica orogastrica
[ I
Eutanasia Eutanasia Eutanasia Eutanasia
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
[ [ [ [
Dieta AIN-93G + Dieta AIN-93G + Dieta AIN-93G Dieta AIN-93G
2 % sobre 0 2 % sobre o enriquecida com enriquecida com
consumo diario de consumo diario de 2 % de 6leo de 2 % de CLA
dieta de 6leo de dieta de CLA cartamo TonalinO
cartamo por TonalinO por
entubacao entubacao
orogastrica orogastrica
Eutanasia Eutanasia Eutanasia Eutanasia
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)

Adaptacao (10 dias) — Tempo 0

~ 2 Primeiro periodo experimental (4 semanas) — Tempo 1

B Segundo periodo experimental (4 semanas) — Tempo 2

Figura 5. Esquema do delineamento experimental do ensaio bioldgico.
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3.6.3 Dieta

A dieta utilizada foi a AIN-93G modificada elaborada conforme o American
Society for Nutrition (REEVES; NIELSEN; FAHEY, 1993) com concentragdo de proteina
bruta de 12 % (GOENA et al., 1989). A fonte protéica utilizada foi leite em p6 desnatado
com contelido de 34,94 + 0,32 % de proteina bruta. O amido de milho era proveniente de
Corn Products Brasil 3408 e o amido dextrinizado de Corn Products Brasil 1910. Devido
ao conteudo de lactose (53,59 + 0,42 %) naturalmente presente no leite em p6 desnatado,
utilizado como fonte protéica, ndo foi adicionado a dieta a fonte de dissacarideo
(sacarose) preconizada pela AIN-93G. O 6leo de soja era da marca Lina; a fibra celulose
microfibra Arbocel 1-290; a L-cistina Synth C1.027.01AE; o bitartarato de colina Sigma
C162; o tertibutilidroquinona Sigma B9161; a mistura mineral (AIN-93G-MX) (Tabela 2) e
a mistura vitaminica (AIN-93G-VX) (Tabela 3) eram aquelas preconizadas pelo American
Society for Nutrition para dieta AIN-93G (REEVES; NIELSEN; FAHEY, 1993). Durante o
periodo de adaptagao todos os animais receberam a mesma dieta (dieta padrdo). Apds a
divisdo dos grupos experimentais, os grupos SP e SE, permaneceram consumindo dieta
padrao. Ja os grupos EP e EE passaram a consumir dieta modificada acrescida de 2 %
de éleo de cartamo ou CLA Tonalin, respectivamente. As dietas experimentais foram

formuladas conforme a Tabela 4.
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Tabela 2. Mistura mineral AIN-93G (REEVES; NIELSEN; FAHEY, 1993).

Ingredientes g’kg

Elementos minerais essenciais

Carbonato de célcio anidro — 40,04 % Ca 357,00
Fosfato de potassio monobasico — 22,76 % P; 2873 % K 19,00
Cloreto de sddio — 39,34 % Na; 60,66 % Cl 74,00
Sulfato de potassio — 44,87 % K; 18,39 % S 46,60
Citrato de potassio, tri-K, monoidratado — 36,16 % K 70,78
Oxido de magnésio — 60,32 % MG 24,00
Citrato férrico — 16,5 % Fé 6,06
Carbonato de zinco — 52,14 % Zn 1,65
Carbonato de manganés — 47,79 % Mn 0,63
Carbonato de cobre — 57,47 Cu 0,30
lodeto de potassio — 59,3 % | 0,01
Selenito de sodio anidro — 41,79 % Se 0,01025
Paramolibidato de amdnio, 4H.O — 54,34 % Mo 0,00795

Elementos minerais potencialmente benéficos

Meta-silicato de sédio, 9H20 — 9,88 % Si 1,45
Sulfato de potassio crémico, 12H20 — 10,42 % Cr 0,275
Cloridrato de litio — 16,38 % Li 0,0174
Acido boérico — 17,5 % B 0,0815
Fluoreto de sodio — 45,24 % F 0,0635
Carbonato de niquel — 45 % Ni 0,0066
Vanadato de aménia — 43,55 % V 0,0318
Sacarose em pé (g.s.p.) 221,026
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Tabela 3. Mistura vitaminica AIN-93G (REEVES; NIELSEN; FAHEY, 1993).

Ingredientes a/’kg
Acido nicotinico 3,000
Pantotenato de calcio 1,600
Piridoxina — HCI 0,700
Tiamina — HCI 0,600
Riboflavina 0,600
Acido félico 0,200
D-Biotina 0,020
Cianocobalamina (B12) (0,1 % em manitol) 2,500
Acetato de all-rac-a-tocoferol (E) — 500 Ul/g 15,00
Palmitato de all-trans-retinol (A) — 500.000 Ul/g 0,800
Colicalciferol (D3) — 400.000 Ul/g 0,250
Filoquinona (K) 0,075
Maltodextrina em pé (qg.s.p.) 974,655
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Tabela 4. Composicéo da dieta AIN-93G (REEVES; NIELSEN; FAHEY, 1993).

Dieta AIN-93G
Dieta AIN-93G Dieta AIN-93G
Padrao/
Ingredientes Grupo EP Grupo EE
Grupos SP e SE
(g/kg) (9/kg)
(9/kg)*
Amido de milho 363,225 363,225 363,225
Amido de milho 120,528 120,528 120,528
dextrinizado
Leite em p6 desnatado 345,720 345,720 345,720
(34,94 %)
Sacarose - -
Oleo de soja 70,000 70,000 70,000
Oleo de cartamo - 20,000 -
CLA TonalinO - - 20,000
Fibra 50,000 50,000 50,000
Mistura mineral 35,000 35,000 35,000
Mistura vitaminica 10,000 10,000 10,000
L-cistina 3,000 3,000 3,000
Bitartarato de colina 2,500 2,500 2,500
Tert-butil hidroquinona 0,014 0,014 0,014

* Animais dos grupos SP e SE receberam 2 % (m/v) sobre o consumo diario de dieta de 6leo de cartamo e CLA,

respectivamente, o que torna o consumo de energia similar entre os grupos.

3.6.4 Suplementacao

Os grupos SP (Suplementado Placebo) e SE (Suplementado Experimental)

foram suplementados por meio de entubagao orogastrica utilizando seringas descartaveis
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de 1 mL e agulhas de gavagem. A quantidade de suplemento administrada era calculada
a cada dois dias com base no consumo médio diario de dieta de cada grupo, sendo assim
a suplementacdo acompanhou a ingestdo de dieta normal dos ratos. Levou-se em
consideracao a densidade de cada suplemento para o calculo da quantidade em mililitros,
que variou de 0,26 a 0,40 mL para o Grupo SP e de 0,28 a 0,40 mL para o Grupo SE. Os
suplementos eram aspirados pela seringa e mantidos ao abrigo da luz até o momento da
administracdo. Os ratos eram retirados grupo a grupo da sala de experimentagéo,
acondicionados em caixas plasticas e levados a sala em que foram suplementados. Este
procedimento ocorria diariamente as 14h00, visto que os roedores possuem hébitos

noturnos e neste horario estavam menos saciados.

3.6.5 Obtencao do Soro e Plasma do Sangue dos Animais para a Determinacao do

Perfil Lipidico e Glicemia

O sangue dos animais foi coletado sob anestesia (pentobarbital sodico —
46 mg/kg, Hypnol 3 %), por meio de puncao cardiaca, apés jejum de 12 horas ao final de
cada periodo do experimento (TO, T1 e T2). As amostras de sangue foram coletadas com
seringas de 10 mL e escoadas suavemente sem a agulha pela parede dos tubos de
polietileno sem anticoagulante, para a obtencdo do soro € com anticoagulante fluoreto de
sédio e K;EDTA, para a obtengcdo do plasma. Os tubos repousaram em banho-maria a
37 °C por 30 minutos e, em seguida, foram centrifugados a 3000 rpm por 15 minutos
(adaptado de CARVALHO, 1999). Posteriormente, o soro e o plasma sobrenadantes

foram separados, utilizando uma pipeta e acondicionados em microtubos de polipropileno
63



Sujeitos e Métodos

até o momento das analises. Em seguida as amostras foram armazenadas em Freezer

Ultra Low a -80 °C.

3.6.6 Preparo da Carcaca dos Animais para a Determinacao da Composicao

Corporal Centesimal

Ap6s a exsanguinagdo sob anestesia os animais foram mortos por
deslocamento cervical e todo o trato gastrointestinal retirado, limpo com soro fisioldgico e
devolvido a carcaca. Em seguida, esta foi congelada em nitrogénio liquido, fatiada,
liofilizada, batida em liquidificador industrial por 7 minutos, moida em micromoinho por
40 segundos para a obtencado da homegeneidade da amostra e armazenada em frascos

de vidro identificados em Freezer Ultra Low a - 80 C.

No momento da eutanasia, figado, coracao e rins foram retirados, pesados em
balanga semi-analitica e devolvidos a carcaca limpa, com excec¢do do figado que foi

utilizado para a determinagao da expressao génica (item 3.7.6).
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3.7 Padronizacao das Técnicas Analiticas

3.7.1 Determinacao da Composicao Centesimal das Dietas Experimentais

As andlises de umidade, proteina total e cinzas das dietas experimentais
foram realizadas segundo os métodos 930.15, 942.05 e 954.01 respectivamente,
descritos pela Association of Official Analytical Chemists (1995). Utilizou-se 6,38 como
fator de conversao de nitrogénio total para proteina. Os lipidios totais foram determinados

segundo o0 método descrito por Bligh; Dyer (1959).

3.7.2 Determinacao do Triacilglicerol, Colesterol Total e HDL-Colesterol Séricos e

Glicemia Plasmatica

As andlises de triacilglicerol, colesterol total e HDL-colesterol do soro e
glicemia do plasma foram realizadas utilizando-se kits enzimaticos comerciais, color AA,
enzimatico AA, reactivo precipitante e enzimatico AA, respectivamente, provenientes do

Laboratério Wiener.

Na determinagdo do ftriacilglicerol, o glicerol liberado da hidrélise dos
triacilglicerois, catalizada pela enzima lipase lipoproteina é convertido pela agao da

glicerolquinase em glicerol-1-fosfato. Este é oxidado pela glicerolfosfato oxidase a
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dihidroxiacetonafosfato e peréxido de hidrogénio. O peroxido de hidrogénio acopla-se a 4-
aminofenazona e ao clorofenol produzindo quinoneimina, que tem absortividade méaxima
em 505 nm. As analises foram feitas em triplicata, adicionando-se 1 mL de reagente de
trabalho a 10 pL de soro, incubando-se em banho-maria a 37 °C por 5 minutos, sendo que
uma concentragao de triacilglicerol de 200 mg/dL foi usada como padrdo. A absorbéancia
dos testes e do padrao foi lida em luz visivel no comprimento de onda de 505 nm, em
espectrofotometro Femto, modelo 600 Plus, apés calibracdo do equipamento com o

branco.

Na determinacao do colesterol total, os ésteres de colesterol sao hidrolisados
pela colesterol esterase formando colesterol livre e &cidos graxos. O colesterol livre é
oxidado pela colesterol oxidase resultando em colesten-3-ona e peréxido de hidrogénio.
Este, na presenca da peroxidase, oxida o fenol e a 4-aminofenazona formando a
quinoneimina, que tem absortividade méaxima em 505 nm. As andlises foram feitas em
triplicata, adicionando-se 1 mL de reagente de trabalho a 10 yL de soro, incubando-se em
banho-maria a 37 °C por 5 minutos, sendo que uma concentracdo de colesterol de 200
mg/dL foi usada como padréo. A absorbancia dos testes e do padrao foi lida em luz visivel
no comprimento de onda de 505 nm, em espectrofotdmetro Femto, modelo 600 Plus,

apés calibracao do equipamento com o branco.

Na determinagdo do HDL-colesterol, as lipoproteinas de baixa e muito baixa
densidade (LDL e VLDL-colesterol), precipitam-se seletivamente mediante o acréscimo de
sulfato de dextrana e ions Mg*?. O sobrenadante, separado por centrifugacao, é utilizado
para determinar o HDL-colesterol, empregando-se o0 sistema enzimatico para a
determinacdo de colesterol total. Inicialmente 50 pL de reagente precipitante foram

adicionados a 500 pL de soro, permanecendo por 35 minutos sob refrigeracdo. Apds
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centrifugagdo a 3000 rpm por 15 minutos, o sobrenadante limpo foi utilizado como
amostra. As andlises foram feitas em ftriplicata, adicionando-se 2 mL de reagente de
trabalho a 100 pL de sobrenadante, incubando-se em banho-maria a 37 °C por 5 minutos,
sendo que uma concentracdo de colesterol de 200 mg/dL foi usada como padrdo. A
absorbancia dos testes e do padrao foi lida em luz visivel no comprimento de onda de
505 nm, em espectrofotébmetro Femto, modelo 600 Plus, apés calibragao do equipamento

com o branco.

Na determinacdo da glicemia plasmatica, a glicose foi oxidada pela glicose
oxidase resultando em acido glucénico e peréxido de hidrogénio. Este, na presenca da
peroxidase, oxida a 4-aminofenazona e a 4-hidroxibenzoato formando quinoneimina, que
tem absortividade maxima em 505 nm. As andlises foram feitas em triplicata, adicionando-
se 1 mL de reagente de trabalho a 10 uL de plasma, incubando-se em banho-maria a
37 °C por 5 minutos, sendo que uma concentragdo de glicose de 100 mg/dL foi usada
como padrao. A absorbancia dos testes e do padrao foi lida em luz visivel no comprimento
de onda de 505 nm, em espectrofotbmetro Femto, modelo 600 Plus, apds calibracdo do

equipamento com o branco.
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3.7.3 Determinacéo do Perfil Osseo dos Ratos

3.7.3.1 Ensaio Biomecanico

Foram realizados ensaios biomecanicos de flexdao de trés pontos, nos
diferentes grupos experimentais, para determinar as propriedades mecénicas dos 0ssos.
Apés a eutanasia, os fémures direitos foram obtidos por meio da retirada dos tecidos
moles com a utilizagdo de bisturi e tesoura. Os ossos foram individualmente envoltos em
gases umedecidas com solucao salina (0,9 % de NaCl) e congelados em Freezer Ultra
Low a -80 °C. Para o ensaio, os ossos foram descongelados 12 horas antes e
mergulhados em solugéo salina (0,9 % de NaCl), onde permaneceram por mais 4 horas

aproximadamente (MELLO; GOMIDE, 2005; FONSECA; WARD, 2004).

No momento do ensaio utilizou-se o equipamento MTS modelo TestStar Il, da
Faculdade de Engenharia Mecéanica (FEM/UNICAMP), acoplado a uma célula de carga
com a capacidade de medir até 100 Kgf. A carga foi aplicada na face antero-posterior
devido a melhor acomodacao ao suporte. Os ossos foram apoiados sobre dois suportes
distanciados em 15 mm. A forga foi aplicada na por¢do medial 6ssea, a uma velocidade
constante de 5 mm/minuto, até o momento da ruptura do osso. A cada incremento de
carga aplicada registrou-se a deformacdo correspondente para a construgdo do grafico
carga x deformacao, por meio de um software acoplado ao equipamento. A partir deste

gréfico foi calculada a carga maxima (N), ou seja, maior carga aplicada durante o ensaio.
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3.7.3.2 Determinacao de Calcio e Fosforo

A determinagdo do conteudo de calcio e fésforo foi realizada no Laboratério
CBO - Assessoria & Andlise. Apds a eutanasia dos animais, as tibias direitas foram
obtidas por meio da retirada dos tecidos moles com a utilizagdo de bisturi e tesoura
previamente descontaminados com uma solugao de EDTA 0,1 % por 24 horas. Os 0ssos
foram individualmente armazenados em tubos de vidro previamente descontaminados
com solucao de acido nitrico 10 % por 24 horas e congelados em Freezer Ultra Low a
-80 °C. Foi realizada a calcinagdo da tibia até a obtencdo de cinzas brancas, e
posteriormente as amostras foram solubilizadas em &cido cloridrico a 37 %. Em seguida,
a amostra foi diluida até o volume final de 100 mL. O conteudo de calcio e fésforo foi
determinado por meio de espectrometria de emissdo atdmica e método colorimétrico

(420 nm), respectivamente (CARVALHO, 2001).

3.7.3.3 Determinacdo da Densidade Ossea

Ap6s o0 ensaio biomecéanico, os fémures foram mantidos em provetas de
10 mL previamente identificadas, preenchidas com &agua destilada, e colocados em
dessecador durante 24 horas para retirada do ar dos poros 6ésseos com o auxilio de uma
bomba de vacuo. Ao considerar que 0 0sso estava imerso por ocasidao da retirada de ar
dos poros, a dgua ocupou o espago liberado. Pelo principio de Arquimedes, obteve-se o

volume do osso para calculo da densidade 6ssea (MELLO; GOMIDE, 2005).
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3.7.4 Determinacao da Composicao Centesimal

3.7.4.1 Proteina Bruta

O nitrogénio total dos animais liofilizados foi determinado pelo método semi-
micro Kjeldahl (AOAC, 1995). A matéria orgéanica total foi digerida sob aquecimento com
acido sulfurico, na presenca de mistura catalisadora composta de sulfato de cobre
pentahidratado e sulfato de potassio anidro (1:19) até que carbono, hidrogénio e enxofre
fossem oxidados. O nitrogénio da proteina foi reduzido e transformado em sulfato de

amonia.

Cerca de 100 mg de amostra foram digeridas por aproximadamente 8 horas a
350 °C. Foi utilizado 6,25 como fator de conversdo de nitrogénio para a proteina dos

animais.

3.7.4.2 Umidade

Cerca de 2 g de amostra eram pesados em cadinhos de porcelana
previamente secos e tarados. As amostras eram levadas a estufa a 105 °C até peso

constante e em seguida colocadas em dessecador para esfriar. Depois de frio, 0 conjunto
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cadinho mais amostra seca foi pesado em balanga analitica (INSTITUTO ADOLFO LUTZ,

1985).

Para a conversao dos valores de base seca para base umida, os sélidos totais
foram calculados pela diferenca entre 0 peso total da carcaca antes da liofilizacédo € o

contelido de agua perdido neste processo.

3.7.4.3 Cinzas

Para esta determinagdo eram utilizados cerca de 2 g de amostra que foram
previamente carbonizadas em chama e a calcificagao feita em mufla a 600 °C por 5 horas

(AOAC, 1995).

3.7.4.4 Extrato Etéreo

Para a determinacao do extrato etéreo dos animais liofilizados, foram utilizados
cerca de 2 g de amostra seca, 0 que correspondia a aproximadamente 7,5 g de amostra

Umida e éter de petréleo (LEES, 1979).
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3.7.5 Determinacao do Perfil Hormonal

As andlises de adiponectina, grelina e leptina séricas, assim como de insulina
plasmatica foram realizadas utilizando-se os seguintes kits de método imunoenzimatico
(ELISA): EZRADP-62K, EZGAC-86K, EZRL-83K e EZRMI-13K, respectivamente,
provenientes do Laboratério Linco Research. Neste método de deteccdo imunoldgica,
anticorpos especificos ligam-se a enzimas, que por sua vez, unem-se a antigenos, os
quais sdo detectados quantitativa e qualitativamente por meio de uma reacao

colorimétrica.

3.7.5.1 Adiponectina Sérica

Na determinacdo da adiponectina sérica, primeiramente todos os reagentes
foram deixados em repouso até atingirem temperatura ambiente. Em seguida, a solugéao
Assay Buffer foi diluida 10 vezes utilizando agua deionizada. Para a realizagdo do kit, a
amostra foi inicialmente diluida 500 vezes utilizando-se o Assay Buffer, preparado
anteriormente. Posteriormente, a solucdo Wash Buffer foi diluida 10 vezes com agua
deionizada. Os pocinhos foram entdo lavados 3 vezes com 300 uL de solugdo Wash
Buffer diluida. Foram adicionados 100 pL e 80 pL de Assay Running Buffer nos pocinhos
referentes ao Branco e nos demais, respectivamente. Em duplicata, foram adicionados
20 puL de Padrao de Adiponectina para Ratos preparados anteriormente em

concentragdes ascendentes, Controle 1 e 2 e as amostras de soro. A placa foi coberta e
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incubada por 2 horas a temperatura ambiente sob agitacdo. Em seguida, a mesma foi
novamente lavada 3 vezes com 300 pL de solucdo Wash Buffer. Foram acrescentados
100 pL da solugdo Detection Antibody, a placa foi novamente incubada a temperatura
ambiente sob agitacdo por 1 hora e em seguida lavada 3 vezes com 300 uL de Wash
Buffer. Na etapa seguinte, foram adicionados 100 uL de Enzyme Solution e a placa
incubada por 30 minutos sob agitacdo a temperatura ambiente. Foram realizadas 3 novas
lavagens com 300 pL de Wash Buffer. Em seguida, 100 pyL de Substrate foram
adicionados em todos os pocinhos e a placa incubada por 20 minutos a temperatura
ambiente sob agitacdo. Ao final, 100 uL de Stop Solution foram adicionados e a leitura
realizada no comprimento de onda de 450 nm e 590 nm em equipamento Tunable
Microplate Reader VERSAmax, Molecular Devices. Os valores obtidos foram entdo
comparados a uma curva padréo e os resultados expressos em ng de adiponectina/mL de

Soro.

3.7.5.2 Grelina Sérica

Para a determinagao da grelina sérica, os reagentes repousaram até atingirem
temperatura ambiente. Em seguida, a solucdo HRP Wash Buffer foi diluida 10 vezes
utilizando agua deionizada. Inicialmente, todos os pocinhos foram lavados 3 vezes com
300 pL de solugao HRP Wash Buffer diluida. Foram adicionados 20 pL de Solugao Matriz
nos pocinhos referentes ao Branco, Padroes e Controles. Na etapa seguinte, foram
acrescentados 30 pL de solucdo Assay Buffer nos pocinhos referentes ao Branco e

amostras e 10 pL, nos pocinhos da Curva padrao e Controles 1 e 2. Posteriormente,
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foram adicionados 20 L das concentragdes crescentes da Curva Padrao, dos Controles 1
e 2 e das amostras de soro. Em seguida, acrescentou-se 50 puL de Detection Antibody em
todos o0s pocinhos e a placa foi incubada sob agitacdo a temperatura ambiente por
2 horas. Novamente a placa foi lavada por 3 vezes com 300 uL de Wash Buffer. Na etapa
seguinte, foram adicionados 100 pyL de Enzyme Solution e a placa incubada por
30 minutos sob agitacdo a temperatura ambiente. Foram realizadas 3 novas lavagens
com 300 pyL de Wash Buffer. Em seguida, 100 yL de Substrate foram adicionados em
todos os pocinhos e a placa incubada por 15 minutos a temperatura ambiente sob
agitagdo. Ao final, 100 pL de Stop Solution foram adicionados e a leitura realizada no
comprimento de onda de 450 nm e 590 nm em equipamento Tunable Microplate Reader
VERSAmax, Molecular Devices. Os valores obtidos foram entdo comparados a uma curva

padrao e os resultados expressos em ng de grelina/mL de soro.

3.7.5.3 Leptina Sérica

Na determinacdo da leptina sérica os reagentes ficaram em repouso até
atingirem temperatura ambiente. Em seguida, a solugcdo HRP Wash Buffer foi diluida
10 vezes utilizando agua deionizada. Inicialmente, todos os pocinhos foram lavados
3 vezes com 300 pL de solugdo Wash Buffer diluida. Foram acrescentados 30 uL de
Assay Buffer nos pocinhos referentes a Curva Padréao e aos Controles, e 40 uL da mesma
solucdo nos pocinhos referentes ao Branco e as amostras. Em seguida, foram
acrescentados 10 pL da Solugao Matriz nos pocinhos Branco, Curva Padrao e Controles 1

e 2. Na etapa seguinte, foram acrescentados 10 uL de solucbes com concentracbes
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crescentes dos Padrdes e dos Controles 1 e 2. Também foram adicionados 10 pL de
amostras de plasma em duplicata nos respectivos pocinhos. Na etapa seguinte, foram
acrescentados 80 uL de Detection Antibody em todos os pocinhos e a placa foi incubada
sob agitacdo a temperatura ambiente por 2 horas. Novamente a placa foi lavada por
3 vezes com 300 uL de Wash Buffer. Posteriormente, foram adicionados 100 pL de
Enzyme Solution e a placa incubada por 30 minutos sob agitagdo a temperatura
ambiente. Foram realizadas 3 novas lavagens com 300 uL de Wash Buffer. Em seguida,
100 puL de Substrate foram adicionados em todos os pocinhos e a placa incubada por
15 minutos a temperatura ambiente sob agitacao. Ao final, 100 uL de Stop Solution foram
adicionados e a leitura realizada no comprimento de onda de 450 nm e 590 nm em
equipamento Tunable Microplate Reader VERSAmax, Molecular Devices. Os valores
obtidos foram entdo comparados a uma curva padrao e os resultados expressos em ng de

leptina/mL de soro.

3.7.5.4 Insulina Plasmatica

Na determinacdo da insulina plasmatica, os reagentes permaneceram em
repouso até atingirem temperatura ambiente. Em seguida, a solugcdo Wash Buffer foi
diluida 10 vezes utilizando agua deionizada. Inicialmente, todos os pocinhos foram
lavados 3 vezes com 300 uL de solucdo Wash Buffer diluida. Foram acrescentados 10 pL
de Assay Buffer nos pocinhos referentes ao Branco e as amostras. Em seguida, foram
acrescentados 10 puL de solugdes com concentracdes ascendentes dos Padrbes e os

Controles 1 € 2. Também foram adicionados 10 pL de amostras de plasma em duplicata
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nos respectivos pocinhos. Na etapa seguinte, foram acrescentados 80 puL de Detection
Antibody em todos os pocinhos e a placa foi incubada sob agitacdo a temperatura
ambiente por 2 horas. Novamente a placa foi lavada por 3 vezes com 300 uL de Wash
Buffer. Posteriormente, foram adicionados 100 puL de Enzyme Solution e a placa incubada
por 30 minutos sob agitacdo a temperatura ambiente. Foram realizadas 3 novas lavagens
com 300 pyL de Wash Buffer. Em seguida, 100 uL de Substrate foram adicionados em
todos os pocinhos e a placa incubada por 15 minutos a temperatura ambiente sob
agitacdo. Ao final, 100 pL de Stop Solution foram adicionados e a leitura realizada no
comprimento de onda de 450 nm e 590 nm em equipamento Tunable Microplate Reader
VERSAmax, Molecular Devices. Os valores obtidos foram entdo comparados a uma curva

padréo e os resultados expressos em ng de insulina/mL de plasma.

3.7.6 Determinacao da Expressao Génica das Enzimas Carnitina Palmitoil
Transferase Il, Acido Graxo Sintase e dos Receptores Ativados por Proliferadores

de Peroxissoma (PPAR)a ey

Apbs a eutanasia dos animais, as amostras de figado e tecido adiposo
epididimal foram imediatamente retiradas, pesadas e congeladas em nitrogénio liquido
para a extracdo de RNA total. Primeiramente as amostras foram homogeneizadas em
Trizol (1 mL de Trizol/30 mg de amostra) utilizando gerador 20s Politron por 30 segundos
em velocidade maxima. Em seguida, as amostram foram centrifugadas a 4 °C e 12000 g
por 10 minutos. Ap6s a centrifugagcao, o sobrenadante foi retirado e o pellet descartado.

As amostras foram entdo incubadas por 5 minutos a temperatura ambiente. Para a
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separagao das fases, foi adicionado cloroférmio (200 puL para cada 1 mL de Trizol
utilizado), agitando-se os tubos por inversdao durante 15 segundos e posteriormente
incubando-os por 3 minutos a temperatura ambiente. Na etapa seguinte, as amostras
foram centrifugadas a 12000 g por 15 minutos a 4 °C para melhor distingdo das fases:
fase com fenol e cloroférmio, na qual encontram-se as proteinas (rosa clara), interfase e
fase aquosa superior, na qual encontra-se o RNA. O sobrenadante foi coletado
cuidadosamente e transferido para tubos de polipropileno de 1,5 mL previamente
identificados. Foi realizada uma nova centrifugacao a 12000 g e 4 °C por 3 minutos, para
separagao de qualquer interfase que por ventura tenha permanecido. Do mesmo modo o
sobrenadante foi transferido para outro tubo de polipropileno de 1,5 mL. Adicionou-se
isopropanol (500 pL para cada 1 mL de Trizol utilizado) e incubou-se as amostras por
10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente as amostras foram centrifugadas a
12000 g por 10 minutos a 4 °C tornando o pellet visivel ao fundo do tubo. Descartou-se o
sobrenadante e acrescentou-se etanol 75 % ao pellet formado. Em seguida o pellet foi
lavado duas vezes com etanol 75 %, centrifugando-os a 7500 g por 5 minutos a 4 °C. Ao

final o pellet foi armazenado em etanol 75 % a -80 °C.

Apbés o isolamento do RNA e seu armazenamento em etanol 75 %, as
amostras foram centrifugadas a 7500 g a 4 °C por 5 minutos e colocadas em dessecador
a vacuo por 10 minutos. Em seguida, os RNAs foram diluidos em agua tratada com DEPC
(Dimetil pirocarbonato - Invitriogen), utilizando 1 pL de agua para cada 1 mg de tecido. O
RNA dos espécimes foi quantificado através do Quant-iT™ RNA Assay Kit (Invitrogen —
Q32852) e a leitura realizada no Quibit® Fluorometer (Invitrogen). Uma eletroforese em gel

agarose foi realizada a fim de verificar a qualidade e integridade do RNA total coletado.
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A partir de 1 ug de RNA realizou-se em um equipamento StepOne Plus
(Applied Biosystems) os experimentos de Real-Time PCR. Para estes, um sistema de
ensaio comercialmente disponivel foi utilizado (TagMan® Gene Expression Assay;
PPARa: Rn00566193 _m1; PPARy: Rn00440945 m1; FASN: Rn0143550 _m1; CPTII:
Rn00667869; Applied Biosystems). O gene B2M (B-2-microglubulina; TagMan® Gene
Expression Assay: Rn00560865_m1) foi empregado como referéncia (endégeno). Fez-se
uso do kit TagMan® RNA-to-CT™ 1-Step (Applied Biosystems). As condicdes foram:
48 T por 15 minutos para transcricao reversa, 95 °C por 10 minutos para ativagao da
AmpliTag Gold® DNA Plolymerase, UP (Ultra Pure) e seguido de 40 ciclos de 94 < por
15 segundos e 60 T por 1 minuto para desnaturacao e anelamento, respectivamente. A
quantidade relativa de mRNA foi calculada a partir do 24°T conforme descrito por Livak;

Schmittgen (2001) e Pfaffl (2001).

3.8 Ensaio Clinico

3.8.1 Selecao do Grupo de Voluntarios

O recrutamento dos individuos foi realizado por meio de cartazes, e-mail e
anuncio em jornal, os quais continham informacdes sobre o propésito da pesquisa,
critérios de inclusdo e exclusdao e contato dos pesquisadores. Apds manifestacao de
interesse por e-mail ou telefone, os voluntarios eram convidados a participar de uma

entrevista inicial com dia e hora marcados no Laboratério de Lipides, do Departamento de
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Alimentos e Nutricdo da Universidade Estadual de Campinas. Nesta primeira entrevista,
eram feitos esclarecimentos sobre os objetivos e desenvolvimento da pesquisa e apenas
apds a anuéncia dos individuos, os mesmos assinavam o Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido (Anexo 3). Em seguida, era preenchida a Ficha de Identificagdo (Anexo 4) e
entregues as fichas de Registro Alimentar (Anexo 5) para preenchimento durante 7 dias.
Neste momento, eram fornecidas informagdes quanto ao preenchimento das fichas e
procedimento para jejum, e entdo, agendava-se o retorno do voluntario para coleta de
sangue e antropometria. Um total de cento e cinglienta e quatro individuos compareceu
para a entrevista inicial. Destes, 57 individuos (37%) ndo atenderam aos critérios de
inclusdo em relagdo aos parametros bioquimicos, principalmente ao perfil lipidico e/ou
glicemia e 44 individuos (28,6%) desistram em alguma fase do experimento e 53

individuos (34,4%) participaram do estudo integralmente.

3.8.1.1 Critérios de inclusao

Participaram da pesquisa individuos do sexo masculino, com idade entre 25 e
55 anos, com indice de massa corporal (IMC) de 25 a 35 kg/m? perfil bioquimico
sanguineo e hemograma normais, limite de pressao arterial de 140 x 90 mmHg, sorologia
negativa para hepatite e HIV, auséncia de histéria de doenca pancreatica e esteatorréia,

sem uso de medicagao continua e suplemento nutricional.
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3.8.1.2 Critérios de exclusao

Foram descartados os individuos que durante a entrevista relataram doencas
cardiovasculares, resisténcia a insulina e/ou diabetes, neoplasias, distirbios neuroldgicos,
intolerancia a lactose, alergia a proteina do leite de vaca, alteragdo do peso corporal de
3 kg nos ultimos 3 meses, uso de medicamento com objetivo de perda de peso, uso de
suplemento nutricional com objetivo de ganho muscular ou perda de gordura corporal,

antecedentes de consumo de alcool e narcéticos e fumantes.

3.8.1.3 Critérios para suspensao da pesquisa

Conforme os critérios de suspensdo da pesquisa propostos inicialmente, nao
houve necessidade de interrupcado da mesma. Estes critérios foram: surto de problemas
gastrointestinais entre os participantes, caracterizado por 3 ou mais evacuagbes semi-
liquidas dentro de um periodo de 24 horas acompanhadas de vomito e dores abdominais

intensos.

80



Sujeitos e Métodos

3.8.2 Desenho Experimental

O ensaio clinico caracterizou-se por um estudo de coorte prospectiva duplo-
cego, no qual cinglenta e trés individuos do sexo masculino foram alocados
aleatoriamente por meio de randomizagéao restrita em blocos de 3 com razao de alocacao
de 1:1 utilizando o software Excel do pacote Microsoft Office para Windows
(MICROSOFT, 2003). Ap6s alocacao, os individuos formaram 4 grupos, caracterizando os

seguintes grupos experimentais:

= Grupo SP (Suplementado Placebo): recebeu capsula de 6leo de cartamo;

» Grupo SE (Suplementado Experimental): recebeu capsula de acido linoléico

conjugado (CLA Tonalin);

= Grupo EP (Enriquecido Placebo): recebeu leite semi-desnatado (1,1 % de gordura)

sem adicao de CLA;

= Grupo EE (Enriquecido Experimental): recebeu leite semi-desnatado (0,5 % de

gordura + 0,6 % de acido linoléico conjugado CLA Tonalind TG80).
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Exclusdo Individuos do Sexo Desisténcia
(n=57) Masculino (n = 44)

(n =154)

Participantes
(n=53)
Grupo SP Grupo SE Grupo EP Grupo EE
(n =15) (n=19) (n =10) (n=9)
Consumo de 3 Consumo de 3 Consumo de Consumo de

capsulas por dia de
6leo de cartamo

capsulas por dia de
acido linoléico
conjugado (CLA
Tonalind)

500 mL por dia de
leite semi-desnatado
sem adigao de CLA

500 mL por dia de
leite semi-desnatado
com adigéo de CLA

Figura 6. Esquema do delineamento experimental do ensaio clinico.

Os grupos suplementados placebo e experimental receberam capsulas de

6leo de cartamo e CLA Tonalin[J, respectivamente, que representasse um consumo diario

de 3 g dos respectivos compostos. As capsulas foram consumidas 3 vezes ao dia (apos

café da manha, almogo e jantar) totalizando 3 unidades de 1 g cada. O grupo enriquecido

controle recebeu porcoes de 500 mL de leite semi-desnatado sem adicao de CLA e o

grupo enriquecido experimental recebeu as mesmas porgcdes de leite semi-desnatado

enriquecido com CLA, de modo a totalizar um consumo diério de 3 g de CLA. Tanto as

capsulas quanto o leite foram fornecidos mensalmente aos participantes do estudo que
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foram devidamente orientados quanto ao consumo e armazenamento dos mesmos e,
também orientados a devolver as capsulas e o leite que por algum motivo ndo tenham
sido consumidos durante o periodo, bem como, as embalagens de leite vazias daqueles
que foram consumidos. As determinagbes bioquimicas e antropométricas foram
realizadas em trés momentos do experimento: antes de iniciar os tratamentos (Tempo 0),

ao final de 6 semanas (Tempo 1) e ao final de 12 semanas (Tempo 2) (Figura 6).

3.8.3 Obtencao do Soro e Plasma do Sangue dos Individuos para a Determinacao da

Sorologia, Perfil Bioquimico, Hemograma e Perfil Hormonal

O sangue dos voluntarios foi coletado por profissional técnico utilizando
material estéril e descartavel, por meio de puncao venosa, apos jejum de 12 horas ao final
de cada periodo do experimento (TO, T1 e T2). As amostras de sangue foram coletadas
com tubos Vacuette® de volumes especificos sem anticoagulante, para a obtencao do
soro, com anticoagulante K3E Ki;EDTA, para a obtencdo do plasma e com EDTA e
fluoreto de sodio para glicemia. Os tubos para as andlises do perfil bioquimico e perfil
hormonal eram centrifugados sob refrigeracdo a 4 °C por 15 minutos a 4500 rpm.
Posteriormente, o soro e o plasma sobrenadantes foram separados, utilizando uma pipeta
descartavel e acondicionados em micro tubos de polipropileno, e imediatamente
encaminhados aos laboratérios responsaveis pelas analises. As amostras para as
determinacdes do perfil hormonal foram armazenadas em Freezer Ultra Low a -80 °C até

o0 momento das analises.
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3.8.4 Avaliacao Qualitativa e Quantitativa do Consumo Alimentar

O inquérito dietético utilizado para obtencao e o acompanhamento da ingestao
de energia e nutrientes durante o periodo de intervencao foi o Registro Alimentar (Anexo
5) feito semanalmente; os sujeitos da pesquisa foram orientados a preencher sete dias de
Registro Alimentar antes da intervencao e trés dias de Registro Alimentar a cada semana
durante todo o periodo de intervencao, sendo dois dias da semana e um dia do final de
semana (MEDLIN; SKINNER, 1998). O software utilizado para o célculo do consumo de
energia e nutrientes foi o Programa Dietpro desenvolvido pela A. S. Sistemas da
Incubadora de Base Tecnoldgica da Universidade Federal de Vigosa (UFV). A avaliagdo
da adequagao do consumo foi feita de acordo com a Dietary Reference Intakes utilizando

a metodologia para grupos (IOM, 2001).

3.8.5 Determinacéao da Sorologia, Perfil Bioquimico Sanguineo e Hemograma

A sorologia para HIV e hepatite A e C foi realizada no Laboratério de Sorologia
do Hemocentro/lUNICAMP. As analises referentes ao perfil lipidico (triacilglicerol,
colesterol total e fragdes), glicemia de jejum, calcio sérico, fésforo inorganico, fosfatase
alcalina, uréia, creatinina, acido Urico, aspartato aminotransferase (TGO) e alanina
aminotransferase (TGP) foram realizadas no Laboratério de Patologia Clinica da
Faculdade de Ciéncias Médicas/lUNICAMP. O hemograma completo foi realizado no

Laboratério de Hematologia do Hemocentro/UNICAMP. Todas as determinagdes
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sanguineas foram realizadas de acordo com as recomendacdes e metodologias dos

laboratérios supracitados.

3.8.6 Determinacao da Composicao Corporal

Os individuos tiveram sua composicdo corporal determinada por meio da
tomada de peso (balanca digital portatil com registro ao 0,1 kg, marca Lider P150m),
altura (estadidmetro portatil para adulto com campo de uso de 0,8 a 2,2 m com registro ao
0,1 cm, marca Alturexata), circunferéncias do bragco, abdome e quadril (fita métrica
inelastica e flexivel com registro ao 0,1 cm, marca TBW), dobras cutaneas triciptal,
biciptal, subescapular e suprailiaca (adipdmetro cientifico ao 0,2 mm, marca Lange) e
impedancia bioelétrica tetrapolar (marca Biodynamics Modelo 310). As medidas
antropométricas foram tomadas conforme protocolo (Anexo 6). Realizou-se uma série de
trés medidas sucessivas num mesmo local, considerando-se a média das trés, como
sendo o valor adotado. As medidas de espessura das dobras cutaneas foram realizadas
sempre do lado direito do individuo. Para analise da impedancia bioelétrica quatro
eletrodos foram colocados de forma precisa em locais bem definidos, com o individuo
deitado em decubito dorsal. Apés o comando emitido pelo equipamento, uma corrente
indolor de baixa intensidade (800 mA) a uma frequéncia fixa de 50 kHz foi introduzida
passando do eletrodo fonte para o eletrodo de captagdo. A queda de voltagem percebida
por este ultimo eletrodo era registrada segundo o valor ohm (W) mais préximo. Os
eletrodos foram colocados nos pontos anatémicos conforme a padronizacao sugerida por

Heyward; Stolarczyk (1996) e Lukaski et al. (1986).
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Para estimativa da porcentagem de gordura corporal por meio da utilizacdo
das dobras cutaneas, foi utilizada a equacao de Siri (1961), na qual se utiliza a densidade

corporal (DENS), conforme a férmula:

% Gordura = ((4,95/ DENS) - 4,50) x 100

Quanto a densidade corporal, esta foi estimada pela férmula de Durnin e

Womersley, citada por Petroski; Pires Neto (1996):

DENS = 1,1620 -0,0700 Log (£4DC)

Onde:

>4DC = somatodrio das dobras cutineas subescapular, tricipital, bicipital e suprailiaca.

3.8.7 Determinacao do Perfil Hormonal

As andlises de adiponectina, grelina, leptina e resistina séricas, assim como
de insulina plasmatica foram realizadas utilizando-se os seguintes kits de método
imunoenzimatico (ELISA): EZHADP-61K, EZGRT-89K, EZHL-80SK, EZHR-95K e

EZHI-14K, respectivamente, provenientes do Laboratério Linco Research.
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3.8.7.1 Adiponectina Sérica

Na determinacdo da adiponectina sérica, primeiramente todos os reagentes
repousaram até atingirem temperatura ambiente. Em seguida, a solucdo HRP Wash
Buffer foi diluida 10 vezes utilizando agua deionizada. Para a realizagao do kit, a amostra
foi inicialmente diluida 500 vezes utilizando-se o Assay Buffer, preparado anteriormente.
Os pocinhos foram entdo lavados 3 vezes com 300 pL de solugdo HRP Wash Buffer
diluida. Foram adicionados 60 pL de Assay Buffer em todos os pocinhos. Posteriormente
acrescentou-se 20 pL em duplicata nos pocinhos referentes ao Branco. Do mesmo modo,
20 uL foram adicionados em duplicata nos pocinhos referentes a Curva Padrdo, aos
Controles 1 e 2 e as amostras de soro. Foram acrescentados 20 pL da solugdo Detection
Antibody em todos os pocinhos, a placa incubada a temperatura ambiente sob agitagao
por 2 horas e em seguida lavada 3 vezes com 300 uL de Wash Buffer. Na etapa seguinte,
foram adicionados 100 yL de Enzyme Solution e a placa incubada por 30 minutos sob
agitacdo a temperatura ambiente. Foram realizadas 5 novas lavagens com 300 pL de
Wash Buffer. Em seguida, 100 uL de Substrate foram adicionados em todos os pocinhos
e a placa incubada por 10 minutos a temperatura ambiente sob agitacdo. Ao final, 100 pL
de Stop Solution foram adicionados e a leitura realizada no comprimento de onda de
450 nm e 590 nm em equipamento Tunable Microplate Reader VERSAmax, Molecular
Devices. Os valores obtidos foram entdo comparados a uma curva padrao e os resultados

expressos em ng de adiponectina/mL de soro.
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3.8.7.2 Grelina Sérica

Para a determinagdo da grelina sérica, os reagentes permaneceram em
repouso até atingirem temperatura ambiente. Em seguida, a solucdo HRP Wash Buffer foi
diluida 10 vezes utilizando agua deionizada. Inicialmente, todos os pocinhos foram
lavados 3 vezes com 300 pL de solugdo HRP Wash Buffer diluida. Foram adicionados
20 pL de Solugao Matriz nos pocinhos referentes ao Branco, Padroes e Controles. Na
etapa seguinte, foram acrescentados 30 puL de solugcdo Assay Buffer nos pocinhos
referentes ao Branco e amostras € 10 L, nos pocinhos da Curva padrao e Controles 1 e
2. Posteriormente, adicionou-se em duplicata 20 uL das concentragcbes crescentes da
Curva Padrao, dos Controles 1 € 2 e das amostras de soro. Em seguida, acrescentou-se
50 uL de Detection Antibody em todos os pocinhos e a placa foi incubada sob agitacao a
temperatura ambiente por 2 horas. Novamente a placa foi lavada por 3 vezes com 300 L
de Wash Buffer. Na etapa seguinte, foram adicionados 100 yL de Enzyme Solution e a
placa incubada por 30 minutos sob agitacdo a temperatura ambiente. Foram realizadas
6 novas lavagens com 300 uL de Wash Buffer. Em seguida, 100 pL de Substrate foram
adicionados em todos os pocinhos e a placa incubada por 25 minutos a temperatura
ambiente sob agitacdo. Ao final, 100 uL de Stop Solution foram adicionados e a leitura
realizada no comprimento de onda de 450 nm e 590 nm em equipamento Tunable
Microplate Reader VERSAmax, Molecular Devices. Os valores obtidos foram entdo

comparados a uma curva padréo e os resultados expressos em ng de grelina/mL de soro.
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3.8.7.3 Leptina Sérica

Na determinacdo da leptina sérica os reagentes ficaram em repouso até
atingirem temperatura ambiente. Em seguida, a solugdo Wash Buffer foi diluida 10 vezes
utilizando agua deionizada. Inicialmente, todos os pocinhos foram lavados 3 vezes com
300 pL de solugdo Wash Buffer diluida. Foram acrescentados 50 puL de Assay Buffer em
todos os pocinhos. Do mesmo modo, 50 UL de Assay Buffer foram acrescentados nos
pocinhos referentes ao Branco. Novamente, adicionou-se 50 pL das respectivas solucdes
nos pocinhos referentes a Curva Padrdo, aos Controles, e as amostras. A placa foi
incubada por 2 horas sob agitacdo a temperatura ambiente. Na etapa seguinte, foram
acrescentados 100 uL de Detection Antibody em todos os pocinhos e a placa incubada
sob agitagdo a temperatura ambiente por 30 minutos. Posteriormente, foram adicionados
100 pL de Enzyme Solution e a placa incubada por 30 minutos sob agitagdo a
temperatura ambiente. Foram realizadas 5 lavagens com 300 uL de Wash Buffer. Em
seguida, 100 pL de Substrate foram adicionados em todos os pocinhos e a placa
incubada por 10 minutos a temperatura ambiente sob agitacdo. Ao final, 100 uL de Stop
Solution foram adicionados e a leitura realizada no comprimento de onda de 450 nm e
590 nm em equipamento Tunable Microplate Reader VERSAmax, Molecular Devices. Os
valores obtidos foram entdo comparados a uma curva padrao e os resultados expressos

em ng de leptina/mL de soro.
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3.8.7.4 Resistina Sérica

Para a determinacdo da resistina sérica, os reagentes permaneceram em
repouso até atingirem temperatura ambiente. Em seguida, a solugcdo Wash Buffer foi
diluida 10 vezes utilizando agua deionizada. Inicialmente, todos os pocinhos foram
lavados 3 vezes com 300 pL de solugédo Wash Buffer diluida. Foram adicionados 60 uL de
Assay Buffer em todos os pocinhos e outros 20 puL da mesma solugdo nos pocinhos
referentes ao Branco. Da mesma maenira, adicionou-se em duplicata 20 uL das
concentragdes crescentes da Curva Padrao, dos Controles 1 e 2 e das amostras de soro.
Em seguida, a placa foi incubada por 1 hora e 30 minutos sob agitagdo a temperatura
ambiente e lavada 3 vezes com 300 uL de Wash Buffer. Acrescentou-se 80 uL de
Detection Antibody em todos os pocinhos e a placa foi incubada sob agitacdo a
temperatura ambiente por 1 hora. Novamente a placa foi lavada por 3 vezes com 300 pL
de Wash Buffer. Na etapa seguinte, foram adicionados 80 uL de Enzyme Solution e a
placa incubada por 30 minutos sob agitacdo a temperatura ambiente. Foram realizadas
3 novas lavagens com 300 pyL de Wash Buffer. Em seguida, 80 pL de Substrate foram
adicionados em todos os pocinhos e a placa incubada por 10 minutos a temperatura
ambiente sob agitacdo. Ao final, 80 uL de Stop Solution foram adicionados e a leitura
realizada no comprimento de onda de 450 nm e 590 nm em equipamento Tunable
Microplate Reader VERSAmax, Molecular Devices. Os valores obtidos foram entao
comparados a uma curva padrdo € os resultados expressos em ng de resistina/mL de

SOro.
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3.8.7.5 Insulina Plasmatica

Na determinacdo da insulina plasmatica, os reagentes permaneceram em
repouso até atingirem temperatura ambiente. Em seguida, a solugcdo HRP Wash Buffer foi
diluida 10 vezes utilizando agua deionizada. Inicialmente, todos os pocinhos foram
lavados 3 vezes com 300 pL de solugao HRP Wash Buffer diluida. Foram acrescentados
20 pL de Assay Buffer nos pocinhos referentes ao Branco e as amostras. Posteriormente
adicionou-se 20 pL de Solugao Matriz nos pocinhos referentes ao Branco, a Curva Padrao
e aos Controles 1 e 2. Em seguida, foram acrescentados 20 pL de solugbes com
concentragdes ascendentes dos Padrées e os Controles 1 e 2. Também foram
adicionados 20 pL de amostras de plasma em duplicata nos respectivos pocinhos. Na
etapa seguinte, foram acrescentados 20 uL de Detection Antibody em todos os pocinhos e
a placa foi incubada sob agitacdo a temperatura ambiente por 1 hora. Novamente a placa
foi lavada por 3 vezes com 300 pL de Wash Buffer. Posteriormente, foram adicionados
100 pL de Enzyme Solution e a placa incubada por 30 minutos sob agitagdo a
temperatura ambiente. Foram realizadas 5 novas lavagens com 300 uL de Wash Buffer.
Em seguida, 100 pL de Substrate foram adicionados em todos os pocinhos e a placa
incubada por 10 minutos a temperatura ambiente sob agitacdo. Ao final, 100 puL de Stop
Solution foram adicionados e a leitura realizada no comprimento de onda de 450 nm e
590 nm em equipamento Tunable Microplate Reader VERSAmax, Molecular Devices. Os
valores obtidos foram entdo comparados a uma curva padrao e os resultados expressos

em ng de insulina/mL de plasma.
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3.9 Determinacdo do Perfil de Acidos Graxos dos Suplementos (Oleo de Cartamo e
CLA), dos Leites Semi-desnatados com e sem Adicao de CLA e das Dietas

Experimentais

A metilacdo dos acidos graxos foi realizada segundo o método de Christie
(1982). Cerca de 50 mg de cada amostra foram pesados em tubos de extracao graduados
com fundo cbnico. Em seguida foram adicionados 2 mL de acido sulfarico metandlico a
1 %. Os tubos foram tampados e agitados em agitador elétrico por 1 minuto. Apds esta
etapa, os tubos permaneceram em banho-maria com agitacdo a 50 °C por 2 horas.
Posteriormente, foram adicionados 5 mL de cloreto de sodio a 5 %, seguido de agitacdo
por 1 minuto. Em seguida, foram acrescentados 5 mL de hexano e novamente os tubos
foram agitados por 30 segundos. O sobrenadante (hexano e metil éster) foi transferido
para outro tubo de extracao e a ele foram acrescentados 4 mL de bicarbonato de potassio
a 5 %. Os tubos foram agitados em agitador elétrico por 1 minuto e a separacao das fases
ocorreu rapidamente. Este novo sobrenadante foi transferido para outro tubo de extragao
contendo 1 g de sulfato de sédio. O hexano presente foi evaporado com a utilizacao de
fluxo de nitrogénio em banho-maria a 40 °C. Ao final, foram adicionados 2 mL de hexano
e a solugao transferida para um vial de cromatografia devidamente identificado e

armazenado a - 20 °C.

O perfil dos acidos graxos foi determinado por meio de cromatografia gasosa
utilizando coluna capilar de silica fundida, CP SIL 88 (0,25 mm x 0,2 um x 100 m) e
detector de ionizacdo de chama (FID). Foi utilizado um gradiente de temperatura no qual

a temperatura inicial foi de 70 °C por 4 minutos, seguida de um aumento de 13 °C/minuto
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até atingir 175 °C, permanecendo nesta temperatura durante 27 minutos, seguida de um
acréscimo de 4 °C/minuto até 215 °C por 11 minutos com novamente um aumento de
4 °C/minuto até 240 °C durante 4 minutos, totalizando 70 minutos de corrida. As
temperaturas do injetor e do detector foram de 250 e 300 °C, respectivamente. A injecao
foi no modo split, com relagdo 50:1. O gas de arraste utilizado foi o hidrogénio com fluxo

de 1,8 mL/minuto e 36,3 psi de pressao na cabeca da coluna (MEDEIROS, 2002).

Os resultados foram expressos em porcentagem do total de acidos graxos.
Como padrao, foi usado o CRM-164 (Commission of the European Communities,
Comunity Bureau of Reference, Bruxelas, Bélgica), utilizado para estabelecer os fatores
de correcdo para cada um dos acidos graxos certificados que foram usados para
transformar o pico expresso em porcentagem de area para massa (g/100 g acidos graxos

totais).

3.10 Avaliacao da Aceitacao e da Intencdao de Compra dos Leites Semi-desnatados

com e sem Adicao de CLA

As amostras de leite semi-desnatado com e sem adicdo de CLA foram
avaliadas em relacdo aos atributos aparéncia, aroma, sabor e impressao global por meio
de teste de aceitacdo, utilizando escala hedénica nao estruturada de 9 cm. Na mesma
ficha (Anexo 7) foi avaliada a atitude do consumidor em relagdo a compra desses
produtos. Para tal, foi utilizada uma escala de 5 pontos para avaliagdo da atitude de

compra (MEILGAARD; CIVILLE; CARR, 1999). As amostras foram servidas aos
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provadores em cabines individuais, de forma monadica e ordem balanceada, em copos

plasticos descartaveis de 50 mL e codificados com algarismos de 3 digitos.

Apos terem assinado Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 8),

cingiienta e cinco individuos participaram voluntariamente do teste.

3.11 Analise estatistica

Os dados de composicdo centesimal das dietas experimentais foram
submetidos a analise de variancia ANOVA, seguida de teste de Tukey. Para andlise dos
resultados do ensaio bioldgico foi empregado o teste ndo-paramétrico de Wilcoxon,
também conhecido como teste de Mann-Whitney. Para a analise dos dados do ensaio
clinico foram empregados os testes de Mann-Whitney, para a comparagao entre os
tratamentos no mesmo tempo, e o teste de Sinal de Wilcoxon para a comparagao entre os
tempos. A hipétese nula é a de que a mediana dos grupos sdo iguais e a hipébtese
alternativa é a de que elas sao diferentes. O nivel de significancia adotado foi de 5%, para
todas as anadlises. O programa utilizado para a analise foi o Statistical Analysis System

(SAS) (1993).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1 Caracterizacao das Matérias-primas

4.1.1 Leites Semi-desnatados com e sem Adicao de CLA e Leite em P6 Desnatado

Os resultados da determinacdo da composicao centesimal dos leites semi-
desnatados com e sem adicdo de CLA e do leite em pd desnatado estdo expressos na

Tabela 5.

Tabela 5. Composigcédo centesimal (g/100g) dos leites semi-desnatados com e sem adigao de CLA

e do leite em p6 desnatado.

Leite semi-desnatado Leite semi-desnatado . i
Leite em p6 desnatado
Componente com adicéo de CLA sem adicdo de CLA (a/100g)
(9/100g) (9/100g) $e

Proteinas 3,12+ 0,02 3,05 + 0,00 34,94 +0,32
Lipides 1,10+ 0,00 1,20 £ 0,00 0,56 + 0,00
Cinzas 0,81 £ 0,00 0,79 + 0,00 7,95+ 0,00
Umidade 90,34 + 0,00 90,54 + 0,00 2,95+ 0,10
Lactose 4,62 + 0,01 4,40 + 0,00 53,59 + 0,42
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4.1.2 Perfil de Acidos Graxos dos Suplementos (Oleo de Cartamo e CLA), dos Leites

Semi-desnatados com e sem a Adicao de CLA e das Dietas Experimentais

A composicdo dos acidos graxos do suplemento de éleo de cartamo e da
mistura de isdmeros de CLA, assim como dos leites semi-desnatados com e sem adicao
de CLA e das dietas experimentais, expressos em g/100 g de acidos graxos totais, pode

ser visualizada na Tabela 6.

Tabela 6. Perfil dos acidos graxos dos suplementos (6leo de cartamo e CLA), dos leites semi-

desnatados com e sem adicao de CLA e das dietas experimentais.

Acidos Oleo de Acido Leite semi- Leite semi- Dieta Dieta Dieta AIN93G
graxos cartamo linoléico desnatado desnatado AIN93G AIN93G enriquecida
conjugado . padrao* enriquecida com CLA
com sem adicao )
Tonalind adicdo de de CLA cor’n oleo de TonalinO
CLA cartamo
g/100g
C4:0 - - 0,892 2,913 0,020 0,024 0,051
C6:0 0,004 - 0,863 1,975 0,013 0,017 0,023
C8:0 0,025 - 0,544 1,241 0,012 0,018 0,019
C10:0 0,021 0,029 1,167 2,871 0,026 0,042 0,057
C10:1 - - 0,118 0,299 - -
C11:0 - - 0,021 0,045 - -
C12:.0 0,037 0,032 1,308 3,306 0,033 0,037 0,051
Ci12:1 - - 0,033 0,113 - -
C13:0 - 0,227 0,038 0,116 - -
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C13:0iso

C13:0 anteiso

C14:0 0,146
C14:0 iso

C14:1 cis-9

C15:0

C15:0 is0 0,005

C15:0 anteiso

C15:1

C16:0 6,437
C16:0 iso

C16:1 cis-9 0,086
C17:0 0,029
C17:0iso

C17:1 0,024
C18:0 2,191

C18:1 trans-6
C18:1 trans-10

C18:1 trans-16 0,068

C18:1 cis-9 12,147
C18:1 cis-11 0,528
C18:1 cis-12 0,239
C18:1 cis-13 0,100
C18:1 cis-15

C18:2 trans-11,
cis-15
C18:2 cis-9, 77,757

cis-12

0,240
10,148
1,511
0,787

0,474

0,010
0,033
4,539
0,044
0,559

0,427

0,107

13,012
0,118
0,562

0,255

0,080
6,376
0,013
0,167
0,121
15,631
0,818
0,498

0,246

0,001

0,965

0,017
0,083
11,424
0,095
1,511
1,088
0,002

0,271

28,122
0,282
1,913
0,713
0,169
0,317

11,866
0,244
1,083
0,100

21,364
1,313
0,532
0,238

0,308

1,419

0,169

0,009

0,020

11,242

0,074

0,071

0,017

4,136

0,144
20,811
1,189
0,670

0,295

52,914

0,189

0,003

10,356

0,087

0,065

0,042

3,641

0,131
19,015
1,087
0,520

0,238

59,719

0,258

0,009

11,121

0,094

0,079

4,115

0,256
19,669
1,542
0,786

0,384

51,185
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C18:2 cis-9,
trans-11 CLA

C18:2
trans-10,
cis-12 CLA
C18:3
C20:1
C20:3
C20:4
C20:5
C22:0
c22:1
Cc22:5
C22:6
C24:0
C24:1

Total

0,059

0,016

0,028

99,948

38,426

41,592

0,142

99,142

25,317

23,667

0,017
0,037

0,019

0,016

98,863

1,107

0,045
0,066
0,047

0,031

99,102

4,332
0,159 0,123
0,258 0,136
0,006
0,018
0,005
0,054 0,018
98,709 99,868

1,813

1,832

6,469

0,004

0,016

99,833

* Dieta utilizada durante o periodo de adaptagédo e para os grupos SP e SE durante todo o periodo experimental

** Dieta utilizada para o grupo EP durante todo o periodo experimental

*** Dieta utilizada para o grupo EE durante todo o periodo experimental

Segundo o perfil de acidos graxos apresentado na Tabela 6, o suplemento de

6leo de cartamo, utilizado para a entubagao orogastrica pelo grupo placebo SP, contem

77,75 g de &cido linoléico/100 g de acidos graxos totais. J& o suplemento de &cido

linoléico conjugado, utilizado para a entubacao orogastrica pelo grupo SE, corresponde a

uma mistura de isébmeros de CLA, na qual os isdmeros predominantes cis-9, trans-11 e

trans-10, cis-12 estao na proporcdo de aproximadamente 1:1 e totalizam 80,01 g de
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isbmeros de CLA/100 g de acidos graxos. A dieta padrao, utilizada durante o periodo de
adaptagao e ao longo de todo o periodo experimental para os grupos SP e SE, contém
52,91 g de acido linoléico/100 g de acidos graxos. As dietas enriquecidas com 6leo de
cartamo (utilizada pelo grupo LP) e CLA (utilizada pelo grupo EP), contem 59,71 g e
3,64 g de acido linoléico e isbmeros de CLA/ 100 g de acidos graxos, respectivamente. O
leite semi-desnatado com a adicao de CLA apresenta 48,98 g de isbmeros de CLA/100 g

de acidos graxos, contra apenas 1,10 g destes isébmeros no leite isento de adi¢ao.

Os isébmeros cis-9, trans-11 e trans-10, cis-12, dentre os demais isdbmeros de
CLA, sao os que possuem sua atividade biolégica conhecida. Sabe-se que o isbmero
cis-9, trans-11 possui efeito anti-carcinogénico (IP et al., 1999) e que o isdmero trans-10,
cis-12 esta particularmente envolvido na alteragdo da composicao corporal (PARK et al.,

1999).

Isolar cada um destes isbmeros € um processo dificil e caro. Por este motivo, a
grande maioria dos estudos com CLA tem sido realizada utilizando uma mistura
comercialmente produzida a partir de 6leos vegetais, contendo predominantemente os
isbmeros cis-9, trans-11 e trans-10, cis-12 CLA na proporgao de 1:1 (FUNCK; BARRERA-
ARELLANO; BLOCK, 2007). Desta forma, nao é possivel atribuir a cada um dos isémeros

de forma isolada, os resultados encontrados.
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Tabela 7. Composi¢cdo dos acidos graxos linoléico (C18:2 cis-9, cis-12) e dos isdbmeros de CLA
(C18:2 cis-9, trans-11 e trans-10, cis-12) dos suplementos (6leo de cartamo e CLA), dos leites
semi-denatados com e sem adi¢cao de CLA e das dietas experimentais.

Acidos graxos  Oleo de Acido Leite Leite Dieta Dieta Dieta
cartamo linoléico semi- semi- AIN93G AIN93G AIN93G
conjugado desnatado desnatado padrdao* enriquecida enriquecida
TonalinO com sem com 6leode com CLA

ind - = 3 ** iR ***
adicio de adigdo de cartamo TonalinOl

CLA CLA

g/100g de amostra

C18:2 77,757 - 0,010 0,017 3,751 5,213 4,371
cis-9, cis-12
C18:2 - 38,426 0,278 0,013 - - 0,154

cis-9, trans-11
CLA

C18:2 trans-10, - 41,592 0,260 - - - 0,156
cis-12 CLA

* Dieta utilizada durante o periodo de adaptagéo e para os grupos SP e SE durante todo o periodo experimental
** Dieta utilizada para o grupo EP durante todo o periodo experimental

*** Dieta utilizada para o grupo EE durante todo o periodo experimental

Os suplementos de 6leo de cartamo e CLA utilizados sdao compostos em sua
totalidade por acidos graxos. Desta maneira, podemos concluir que as quantidades de
acido linoléico e isbmeros de CLA presentes, corresponde a 77,75 % e 80,01 % nas

capsulas de 6leo de cartamo e CLA, respectivamente (Tabela 7).

Ao considerarmos as concentracdes de lipides do leite semi-desnatado com e
sem adicao de CLA e das dietas, encontrados por meio da determinacdo da composicao

centesimal destas amostras, podemos estimar os teores dos acidos graxos linoléico
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(C18:2 cis-9, cis-12), assim como dos isdmeros de CLA (C18:2 cis-9, trans-11 e trans-10,
cis-12) presentes, utilizando-se dos resultados do perfil de acidos graxos (Tabela 6). O
leite semi-desnatado com adicdo de CLA, possui 1,1 % de lipides (Tabela 5). Com base
no perfil de acidos graxos apresentado na Tabela 7, podemos concluir que o contetdo
total de isbmeros de CLA nesta amostra é de 0,54 %, ou seja, proximo ao valor
adicionado em seu desenvolvimento (0,6 %). Ja no leite sem adi¢gao de CLA a quantidade
destes isdmeros € insignificante (0,01 %). As dietas padrdo, enriquecida com éleo de
cartamo e enriquecida com CLA, possuem teores de lipides totais de 7,09 %, 8,73 % €
8,54 %, respectivamente (Tabela 10). Considerando a composi¢cdo dos &cidos graxos
presentes (Tabela 7), é possivel verificar que os teores de acido linoléico (C18:2 cis-9,
cis-12) presentes nas dietas padrdo e enriquecida com éleo de cartamo séo 3,75 % e
5,21 %, respectivamente. Estes resultados sdo coerentes com a adicao de 2 % de 6leo de
cartamo na dieta enriquecida, em relacdo a dieta padrao. Ja a dieta enriquecida com CLA,
apresenta valores abaixo do esperado para estes isbmeros, uma vez que o teor total € de

0,31 %.

4.1.3 Estabilidade Oxidativa dos Suplementos (Oleo de Cartamo e CLA), dos Leites
(sem Adicdo e com Adicdo de CLA) e das Dietas (Padrao, Enriquecida com Oleo de

Cartamo e Enriquecida com CLA)

Na Tabela 8 estdo descritos os resultados de indice de peroxido (IP) e
malondialdeido (MDA) dos suplementos e das dietas. Observa-se diferenca significativa

(p < 0,05) nos valores de IP entre o suplemento placebo (éleo de cartamo) e suplemento
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de CLA; sendo os maiores valores de IP nas amostras de 6leo de cartamo. Nao foram
observadas diferencgas significativas nos valores de TBA entre as amostras de suplemento

de 6leo de cartamo e CLA.

Tabela 8. Valores médios + desvio-padrao de indice de peroxido e malondialdeido dos
suplementos (6leo de cartamo e acido linoléico conjugado) e das dietas (padrao, enriquecida com
6leo de cartamo e enriquecida com &cido linoléico conjugado).

MDA
IP
Suplemento ou Dieta Absorbancia Valor TBA
(mEq/kg)
(530 nm) (mg/kg)

Suplementos

Oleo de Cartamo 22,35 +0,45° 0,0175 +0,0014 8145+ 6,14

CLA 6,05 + 0,66° 0,0214 +0,0070 100,70 + 35,62
Dietas

Padrao ND 0,0215 +0,0079 42,93 + 15,95

Enriquecida com Oleo de Tr 0,0253 +0,0119 50,38 + 23,89
Cartamo

Enriquecida com CLA Tr 0,0207 +0,0053 41,62 +10,30

Valores com letras diferentes na mesma coluna indicam diferencga significativa (p < 0,05) ao teste de Tukey.
ND: n&o detectado; Tr: trago (valor inferior ao limite de quantificagéo).

IP: indice de peréxido; MDA: malondialdeido; CLA: &cido linoléico conjugado; TBA: acido 2-tiobarbiturico.

Levando em consideracdo a cinética do processo oxidativo dos lipides,
especula-se que os suplementos (6leo de cartamo e CLA) estejam em etapas distintas do
processo de autoxidacao. A partir dos resultados, é provavel que o suplemento de 6leo de
cartamo esteja em sua fase inicial de autoxidacdo ja que seu valor de IP (22,35 +
0,45 mEg/kg) foi maior em relacdo ao mesmo valor para o CLA. Os perdxidos sao

conhecidos como indicadores primarios da autoxidacao dos lipides, ja que sao produzidos
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nas fases de iniciagdo e de propagacdo do processo; na sequéncia os perdéxidos sdo
clivados, originando outros compostos, denominados indicadores secundarios da
autoxidacdo dos lipides, dentre os quais pode-se citar o malondialdeido (MDA)
(HALLIWELL; CHIRICO, 1993). Nesse contexto, é provavel que o suplemento de CLA
esteja em etapa mais avancada das reacbes de autoxidacao, ja que o valor de MDA
encontrado para esse suplemento foi maior (100,70 + 35,62 mg/kg), embora nao
significativamente diferente do valor encontrado para o 6leo de cartamo (p > 0,05). Esses
resultados possibilitam a observacao das possiveis diferengas da cinética da autoxidacao
dos suplementos, mas a conclusdo sobre as possiveis diferencas de estabilidade

oxidativa entre o 6leo de cartamo e CLA néo é ébvia.

Ao comparar os teores de IP e MDA dos suplementos com valores de
referéncia pode-se observar alguma diferenga: segundo a Resolugdo RDC n°. 270 de 22
de setembro de 2005 (BRASIL, 2005), por exemplo, o teor médio maximo de IP em 6leos
vegetais refinados ou ndo refinados é de 12,5 mEg/kg. Quanto aos valores esperados
para MDA, embora sejam escassos na literatura, foi possivel encontrar algumas
referéncias em trabalhos que tiveram como objetivo investigar a estabilidade oxidativa de
6leos e gorduras durante estocagem e processamento térmico, especialmente apds o
processo de fritura. Os resultados de MDA obtidos por meio do teste do acido
2-tiobarbiturico devem ser expressos em unidade de absorbancia por unidade de peso de
amostra ou em valor TBA (mg de MDA por kg de amostra), e por isso na Tabela 8 os
resultados estdo apresentados sob essas duas unidades. Valores de MDA encontrados
em O6leos vegetais refinados de diferentes sementes (canola, girassol, soja e milho)
submetidos a testes de estocagem e de processamento térmico apresentam absorbancia
média de 0,6775 = 0,0050 (estocagem acelerada a 65°C) ou 3883,47 £ 1676,67 mg/kg
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(média de 12 horas de fritura de batatas) e 4474,02 + 2078,24 mg/kg (22,5 horas de fritura
de diversos alimentos) (DEL RE; JORGE, 2006; JORGE; JANIERI, 2005; HAWRYSH et
al., 1988). Dentro das limitagcGes existentes, ja que os éleos usados como suplementos no
ensaio biolégico a que se refere esse trabalho (6leo de cartamo e CLA) ndo foram
analisados sob as mesmas condicdes das citacdes anteriores, a Unica conclusao a que se
pode chegar é que os valores de MDA encontrados no éleo de cartamo e no CLA sado
drasticamente inferiores aos supracitados, como pode ser observado na Tabela 8. Tal
conclusao nao deixa de ser, além de necesséria, muito relevante, pois permite a ciéncia

da integridade dos &cidos graxos presentes nos suplementos.

Quanto aos resultados de IP e MDA das dietas padrao e enriquecidas, seria
esperado observar maior estabilidade dos suplementos, ja que esses sdo parte de uma
matriz alimentar. A dieta AIN-93G (REEVES; NIELSEN; FAHEY, 1993) é composta de
macro e micronutrientes, que certamente influenciam a susceptibilidade a autoxidacao
dos suplementos adicionados a mesma, especialmente aqueles nutrientes relacionados
diretamente ao processo oxidativo dos lipides alimentares, como as vitaminas e minerais
com agdo antioxidante presentes no mix vitaminico e no mix mineral da formulacéo
original da AIN-93G. Tal hipbtese poderia ser suportada pelos achados de IP, os quais
nao estdo presentes ou estdo em quantidades traco, e os achados de MDA, cujo
conteldo é mais baixo nas trés dietas, quando comparado com o conteldo desse
indicador nos suplementos, especialmente o CLA, encapsulados. Teores de MDA
encontrados na literatura em diferentes matrizes alimentares variam, em unidades de
absorbancia a 530 nm, entre 0,0500 + 0,0141 e 0,2032 + 0,0575 (leite de vaca e leite de
vaca enriquecido com ferro, respectivamente) e variam, em valor TBA, entre 0,1105 &

0,0812 mg/kg e 1,1750 + 0,3065 mg/kg (cortes de frango, cortes suinos e embutidos de
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carne ovina) (MENDES et al., 2008; PASCHOAL et al., 2007; TERRA; CICHOSKI;
FREITAS, 2006; SOUZA et al., 2005). O conteado médio de MDA das trés dietas foi, em
unidade de absorbancia a 535 nm, de 0,0225 + 0,0083 e, em valor TBA, de 44,97 +
16,71 mg/kg, conteldo esse maior que a média encontrada na literatura, provavelmente
devido as diferencas de perfil de acidos graxos poliinsaturados das dietas e das matrizes
alimentares, particularmente quanto a presenca de isbmeros de CLA, o que influencia a
susceptibilidade a autoxidagdo. E importante ressaltar que todos os cuidados referentes
ao armazenamento e manipulacdo das dietas foram tomados no sentido de prevenir a
autoxidacao: as dietas foram armazenadas sob congelamento e ao abrigo da luz durante

todo o periodo de ensaio e oferecidas aos animais a cada 48 horas.

Conforme Tabela 7, a dieta enriquecida com 6leo de cartamo (usada como
controle no ensaio bioldgico) ndo contém CLA, como esperado; quanto a dieta
enriquecida com CLA, esta apresenta 0,31% dos isbmeros cis-9, trans-11 e trans-10,
cis-12 em iguais proporgdes entre eles. Nao foram observadas diferencas significativas

entre os valores de MDA das diferentes dietas.

Os resultados de estabilidade oxidativa estao descritos na Tabela 9. Pode-se
observar que a estabilidade dos isdmeros de acido linoléico conjugado é dependente de
muitas variaveis, particularmente, a matriz onde o composto sera veiculado,

processamento e embalagem.
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Tabela 9. Valores do periodo de indugdo a oxidagado e estimativa da vida de prateleira dos
suplementos (6leo de cartamo e acido linoléico conjugado), dos leites (sem adigdo e com adicédo de
acido linoléico conjugado) e das dietas (padrédo, enriquecida com 6leo de cartamo e enriquecida

com acido linoléico conjugado).

Periodo de inducao Estimativa da vida de prateleira
Suplemento/Leite/Dieta
(horas) (dias)

Suplementos

Oleo de Cartamo 2,7 15

CLA 2,4 13
Leites

Sem adicédo de CLA 4.3 11

Com adicao de CLA 23,7 > 60
Dietas

Padréao 57 30

Enriquecida com Oleo de Cartamo 4.8 26

Enriquecida com CLA 1,4 7

Os isdbmeros de CLA apresentam maior estabilidade a oxidacao, e isso muito
se deve ao fato de possuirem ligacoes do tipo frans em sua estrutura. No entanto, os
resultados obtidos pela presente pesquisa permitem discutir que essa estabilidade do
CLA ¢ influenciada por varios fatores. Ao comparar a estabilidade de CLA quando esse
esta em capsulas, incorporado ao leite ou incorporado a dieta, observa-se que o periodo
de inducao a oxidagao do acido graxo é muito maior quando 0 mesmo esta incorporado
ao leite, o que pode ser explicado pelas condi¢cdes de processamento e embalagem, as
quais preservam mais as caracteristicas fisicas e quimicas do produto. Nota-se um
periodo de indugéo a oxidagdo muito curto do CLA incorporado a dieta enriquecida (e que

foi oferecida aos ratos), muito provavelmente pelas condi¢coes de elaboracdo da mesma
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que por mais que tivessem sido controladas, ndo impedem que os componentes de sua

formulacédo sejam extensamente manipulados e expostos a agentes pré-oxidantes.

Embora as pesquisas quanto a estabilidade oxidativa dos isdbmeros de CLA
sejam um tanto quanto divergentes, é comum o fato de que o CLA seja mais estavel que
outros acidos graxos poliinsaturados que nao tenham ligagdes do tipo trans. Até mesmo
dentre os isdmeros de CLA, aqueles que possuem ligacbes do tipo cis sdo menos
estaveis a oxidagao em relacdo aos trans. A estabilidade oxidativa do CLA também é
dependente da esterificagdo para formar acilglicerdis, especialmente os triacilgliceréis, de
forma que a estabilidade é menor quando o CLA esta em sua forma livre (MIYASAWA et

al., 2005; TSUZUKI et al., 2004; YANG et al., 2000).

Os presentes resultados indicam que a estabilidade do CLA a oxidacao foi
diferente conforme a matriz e o processamento dos veiculos desse acido graxo, sendo o
leite o veiculo mais apropriado por promover as condigbes mais adequadas a preservacao

das caracteristicas fisico-quimicas do produto, quando comparado a dieta.

4.2 Ensaio Biolégico

4.2.1 Dietas Experimentais

Os resultados da determinacdo da composi¢ao centesimal das dietas padrao e

enriquecidas podem ser visualizados na Tabela 10. Nota-se um aumento estatisticamente
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significante (p < 0,05) entre o teor lipidico das dietas enriquecidas em relagcdo a dieta
padrao. Esta diferenca era esperada, uma vez que houve um acréscimo de 2 % no
contetdo lipidio das dietas dos grupos EP (Enriquecido Placebo) e EE (Enriquecido
Experimental) com 6leo de cartamo e acido linoléico conjugado (CLA Tonalind),

respectivamente.

Tabela 10. Composicao centesimal (g/100g) da dieta padrao e dietas enriquecidas.

Dieta AIN93G Dieta AIN93G . . .
Dieta AIN93G enriquecida
padrao** enriquecida com CLA Tonalif
com onalin]****
Componente oleo de cartamo*** :
(g/100g)
(9/100g)
(g/100g)

Proteinas 12,7+ 0,13 12,52 +0,18 12,65 + 0,40
Lipides 7,09 + 0,03 8,73+0,21% 8,54 + 0,29°
Cinzas 4,97 +£0,10 4,95 + 0,05 4,92 + 0,05
Umidade 3,81 +0,03° 3,65 + 0,05° 3,91+ 0,08
Carboidratos* 71,43 70,16 69,98

Valores com letras diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa (p < 0,05) ao teste de Tukey.

* Determinagéo de carboidratos feita por diferenca

** Dieta utilizada durante o periodo de adaptagéo e para os grupos SP e SE durante todo o periodo experimental
*** Dieta utilizada para o grupo EP durante todo o periodo experimental

**** Dieta utilizada para o grupo EE durante todo o periodo experimental

4.2.2 Ganho de Peso e Consumo de Dieta dos Animais Experimentais

Na Tabela 11, estdo apresentados os valores de peso inicial (g) e peso final

z

(g) dos ratos nos Tempos 0 (10 dias), T1 (4 semanas) e T2 (8 semanas). E possivel

observar que apds o periodo adaptacdo, quando os animais foram divididos, 0s grupos
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formados nao apresentaram diferenca estatistica (p > 0,05) quanto ao peso corporal
inicial, indicando homogeneidade tanto intra quanto intergrupo. Ao final do primeiro
periodo (T1), assim como no inicio do segundo (T2) também nao foi observada diferenca
no peso corporal dos animais entre os grupos (p > 0,05). No entanto, ao final das
8 semanas de experimentacdo, o grupo que foi suplementado com acido linoléico
conjugado administrado via entubacdo orogastrica (SE), apresentou peso final
estatisticamente menor do que o grupo que recebeu dieta enriquecida com éleo de

cartamo (EP).

Os resultados de consumo de dieta por grupo (g/dia), ganho de peso (g/dia) e
eficiéncia alimentar dos ratos Wistar nos Tempos 0 (10 dias), T1 (4 semanas) e T2
(8 semanas), estao expressos na Tabela 12. Observa-se que para consumo de dieta,
apenas os ratos do grupo de referéncia (TO) tiveram valor estatisticamente menor
(p < 0,05) em relagdo aos demais. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos ao
longo do experimento. Ja para ganho de peso e eficiéncia alimentar, houve diferenga
estatistica (p < 0,05) entre os Tempos 1 e 2, porém, ndo houve diferenca entre os grupos
no mesmo tempo (p > 0,05). Estes resultados demonstram que o consumo de &cido
linoléico conjugado, administrado via entubagdo orogéstrica ou por meio de dieta
enriqguecida, ndo alterou o consumo de dieta, ganho de peso e eficiéncia alimentar.
Resultados semelhantes foram observados em diferentes estudos com CLA
(PURUSHOTHAM et al., 2007; BISSONAUTH et al., 2006; AKAHOSHI et al., 2004; CHOI
et al., 2004b). Quando ratos Sprague-Dawley consumiram dieta enriquecida com éleo de
soja hidrogenado ao acido linoléico conjugado nas concentracdes de 1,5; 3,0 € 5,0 %,
estes nao apresentaram diferenga no consumo de dieta, ganho de peso e eficiéncia

alimentar, quando comprados ao grupo controle apdés 6 semanas de experimentacao
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(CHOI et al., 2004). Corroborando estes resultados, Bissonauth et al. (2006), também néo
encontraram diferenga no consumo de dieta e ganho de peso de hamsters que receberam
separadamente os isémeros trans-10, cis-12 CLA e cis-9, trans-11 CLA em comparacao
ao grupo controle que recebeu 4cido linoléico. Mais recentemente, ratos Wistar em idade
adulta, ap6s terem recebido dieta durante 3 semanas contendo 1,5 % de CLA, nao
apresentaram diferenca de consumo, ganho de peso e eficiéncia alimentar quando
comparados ao grupo controle (PURUSHOTHAM et al, 2007). Sendo assim, as
diferencas observadas neste estudo, entre os Tempos 1 e 2 sdo decorrentes da idade dos
animais e nao do tratamento. Sabe-se que animais adultos utilizam a dieta de forma

menos eficiente que animais em crescimento (NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 1995).
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Tabela 11. Valores médios + desvio-padrao de peso inicial (g) e peso final (g) dos ratos nos Tempos 0 (10 dias), 1 (4 semanas) € 2 (8 semanas).

Grupos Peso inicial (g) Peso Final (g)

Tempo 0 (n = 20) 57,98 + 15,74° 109,02 + 26,49°

SP (n = 20) 110,90 + 18,80° 270,40 + 27,30°

SE (n = 20) 112,80 + 22,90° 254,20 + 21,00°
Tempo 1

EP (n = 20) 108,80 + 22,90° 273,40 + 27,20°

EE (n = 20) 110,50 + 13,70° 269,40 + 16,20°

SP (n=10) 273,58 + 18,66° 334,82 + 17,70°°

SE (n=10) 254,48 + 22,77° 309,72 + 26,25"
Tempo 2

EP (n =10) 273,89 + 33,05° 340,96 + 39,17°

EE (n=10) 273,97 + 16,09° 334,90 + 27,45%°

Valores com letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa (p < 0,05) ao teste de Mann-Whitney.

Grupo SP (Suplementado Placebo): 2 % em relagéo ao consumo diario de dieta de 6leo de cartamo por meio de entubagao orogastrica;

Grupo SE (Suplementado Experimental): 2 % em relag@o ao consumo didrio de dieta de acido linoléico conjugado (CLA TonalinJ) por meio de entubagao orogastrica;
Grupo EP (Enriquecido Placebo): dieta enriquecida com 2 % de éleo de cartamo;

Grupo EE (Enriquecido Experimental): dieta enriquecida com 2 % de 4cido linoléico conjugado (CLA Tonalin().
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Tabela 12. Valores médios + desvio-padrao de consumo de dieta (g/dia), ganho de peso (g/dia) e eficiéncia alimentar dos ratos nos Tempos 0 (10

dias), 1 (4 semanas) e 2 (8 semanas).

Tempo TO T1 T

Grupos (n=20) SP (n=20) SE (n=20) EP (n=20) EE (n=20) SP (n=10) SE (n=10) EP (n=10) EE (n=10)

Consumo de 10,93 + 2,05° 17,16 £ 1,32% 16,05 + 1,15 17,01 £1,61° 16,84 + 0,97° 16,80 + 1,04° 15,51 +1,33? 16,80 + 2,46% 16,48 + 1,32%
dieta (g/dia)

Ganho de 4,95+ 1,27 5,15 + 0,562 4,63+ 0,58% 5,31 +1,02° 5,13 + 0,432 2,19 + 0,54° 1,97 +0,36° 2,50 +0,92° 2,18 +0,50°
peso (g/dia)

Eficiéncia 0,45 + 0,08° 0,30 + 0,032 0,29 + 0,032 0,31 + 0,072 0,30 + 0,03° 0,13 +0,03° 0,13 £ 0,02° 0,15 + 0,05° 0,13 +£0,03°
Alimentar*

Valores com letras diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa (p < 0,05) ao teste de Mann-Whitney.

* Eficiéncia Alimentar: ganho de peso/consumo de dieta

Grupo SP (Suplementado Placebo): 2 % em relagéo ao consumo diario de dieta de 6leo de cartamo por meio de entubagao orogastrica;

Grupo SE (Suplementado Experimental): 2 % em relagé@o ao consumo diério de dieta de acido linoléico conjugado (CLA Tonalinl) por meio de entubagéo orogastrica;
Grupo EP (Enriquecido Placebo): dieta enriquecida com 2 % de éleo de cartamo;

Grupo EE (Enriquecido Experimental): dieta enriquecida com 2 % de acido linoléico conjugado (CLA Tonalin).
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4.2.3 Peso dos Orgaos dos Animais Experimentais

Na Tabela 13 estédo os resultados de peso, expressos em g de 6rgao/100 g de
peso corporal, do figado, coragao e rins nos trés tempos de suplementacdo do ensaio
biolégico: TO, T1 (4 semanas) e T2 (8 semanas). Tanto no primeiro periodo quanto no
segundo periodo de suplementacdo ndo houve diferenca de peso entre os grupos para
nenhum dos érgaos (p > 0,05). Diferencas foram observadas entre os tempos T0O e T1/T2
para os trés 6rgaos; com exceg¢do do peso do figado dos grupos SP, SE e EE em T1,
para todos os outros grupos em T1 e T2 o peso do figado, coracao e rins foi menor em
comparagdo com TO. E importante ressaltar que os ratos iniciaram o ensaio com
aproximadamente 21 dias de idade, estagio de vida em que a velocidade de crescimento
¢ significativamente alta. Tal observacao parece ser decorrente do processo fisioldgico de
crescimento dos ratos, ja que os valores estdo expressos em termos de peso relativo

(g/100g) (NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 1995).

Os efeitos fisiologicos do CLA sdo explicados por muitos mecanismos de
inibicao/ativacdo de enzimas envolvidas no metabolismo de lipides e glicose, os quais
resultam essencialmente em reducdo de lipogénese e/ou aumento de lipdlise. As
pesquisas recentes demonstram dados cada vez mais evidentes a respeito do possivel
papel do CLA na modulagdo da expressdo dos genes que codificam as proteinas
envolvidas na sintese e oxidacdo de lipides biolégicos, bem como no metabolismo de
glicose e insulina. Dentro desse contexto, muitos grupos de pesquisa investigam
possiveis efeitos adversos da suplementacdo com CLA, visto que a acdo desses

isbmeros em etapas regulatérias da lipogénese e da lipdlise pode resultar em efeitos
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indesejados, a citar o acumulo de triacilgliceréis e/ou acidos graxos livres na corrente
sanguinea e/ou 6rgaos vitais. Os efeitos adversos mais estudados como consequéncia
dos efeitos metabodlicos do CLA em diversos modelos experimentais, inclusive humanos,
sao esteatose hepdtica e resisténcia a insulina (LI; HUANG; XIE, 2008; SANTOS-ZAGO;
BOTELHO; OLIVEIRA, 2007; NAZARE et al., 2007; INOUE et al., 2006; HOUSE et al.,
2005; CHUNG et al., 2005; XU et al., 2003; PETERS et al., 2001; SMEDMAN; VESSBY,

2001).

E parte do protocolo experimental da maioria dos estudos com CLA determinar
indicadores que permitam avaliar a possibilidade desses efeitos adversos. Dentre esses
indicadores, esta o peso dos érgaos dos modelos experimentais, particularmente o figado.
As pesquisas com CLA, e que incluem a pesagem dos 6érgaos, sado realizadas com
diversos modelos experimentais com predominancia para os roedores. Nao ha consenso,
visto que os resultados sdo conflitantes. E importante ressaltar que a ampla diversidade
de conclusdes a respeito da influéncia do CLA no peso de 6rgaos vitais é em grande parte
decorrente das diferencas de protocolo experimental (incluindo principalmente dose,
propor¢ao de isdmeros de CLA e tempo de suplementagao) e do animal empregado como
modelo experimental. O que se observa com mais clareza € que os trabalhos feitos com
roedores geralmente trazem conclusbes de leve aumento ou nenhuma alteragdo de peso
de orgaos (figado principalmente), enquanto que trabalhos feitos com aves (modelo
comum em estudos de CLA) demonstram aumento significativo de peso do figado,
provavelmente devido ao acumulo de lipides e j& com comprometimento de
funcionalidade do 6rgao (OIKAWA et al., 2008; LASA et al., 2007; PURUSHOTHAM et al.,

2007; SUKSOMBAT; BOONMEE; LOUNGLAWAN, 2007; NOTO et al., 2006).
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Tabela 13. Valores médios + desvio-padrdao dos pesos do figado, coragao e rins (g de 6rgao/100 g de peso corporal) nos Tempo 0 (10 dias), 1 (4

semanas) e 2 (8 semanas).

Tempo TO T1 T2
Grupos (n=20) SP (n=10) SE (n=10) EP (n=10) EE (n=10) SP (n=10) SE (n=10) EP (n=10) EE (n=10)
Figado (g) 3,29 + 0,25° 3,18 £ 0,19%P¢ 3,29 + 0,60%° 2,93 + 0,14>°¢ 3,28 +0,22%° 274 +0,20° 2,85 + 0,20%° 2,75 + 0,26° 2,85 +0,15%¢

Coragao (g) 0,51 £0,05° 0,35+ 0,03°%%¢ 0,38 + 0,06"° 0,35+ 0,04°%%¢  0,39+0,04°¢ 0,31 +0,03%%¢ 0,30 £0,04%%*¢ 0,30 + 0,02°¢ 0,32 +0,03°

Rins (g) 0,98 +0,06° 0,68 +0,04°%¢ 0,77 £ 0,15° 0,70 + 0,02°¢ 0,75 +0,03° 0,59 + 0,04° 0,61 + 0,05 0,62 + 0,04%¢ 0,63 £ 0,04%¢

Valores com letras diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa (p < 0,05) ao teste de Mann-Whitney.

Grupo SP (Suplementado Placebo): 2 % em relagéo ao consumo diario de dieta de 6leo de cartamo por meio de entubagao orogastrica;

Grupo SE (Suplementado Experimental): 2 % em relagé@o ao consumo didrio de dieta de acido linoléico conjugado (CLA Tonalinl) por meio de entubagéo orogastrica;
Grupo EP (Enriquecido Placebo): dieta enriquecida com 2 % de éleo de cartamo;

Grupo EE (Enriquecido Experimental): dieta enriquecida com 2 % de acido linoléico conjugado (CLA Tonalin).
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4.2.4 Perfil Lipidico Sérico e Glicemia Plasmatica dos Animais Experimentais

Os teores de triacilgliceréis (mg/dL), colesterol total (mg/dL) e HDL-colesterol
(mg/dL) séricos, assim como de glicemia plasmatica (mg/dL) podem ser visualizados na
Tabela 14. Os valores de triacilglicerol tiveram reducdo estatisticamente significante
(p =< 0,05) entre o Tempo 0 e Tempos 1 e 2. Também foi observada redugédo de
triacilglicerol (p < 0,05) nos grupos SP e SE entre os Tempos 1 e 2. Ja para 0s grupos que
receberam dieta enriquecida (EP e EE) ndo houve reducédo significativa ao longo do
tempo de experimentacdo (p > 0,05). Comparando-se 0s grupos suplementados e
enriquecidos em um mesmo periodo, ndo foi encontrada diferenga significativa decorrente
do tratamento e via de administracdo. Com relagao aos valores de colesterol total nao foi
verificada diferenca estatisticamente significante (p > 0,05) entre os grupos no mesmo
periodo, assim como ao longo do periodo experimental (Tempos 0, 1 € 2). Apenas o
grupo EE no primeiro periodo (T1), apresentou teores de colesterol total inferiores
(p < 0,05) aos grupos SP e EP no segundo periodo (T2). Quanto aos valores de
HDL-colesterol no Tempo 1, o grupo que recebeu CLA via entubacdo orogastrica
apresentou valores superiores (p < 0,05) quando comparado ao seu controle. Ja os
grupos que receberam dieta enriquecida nao diferiram entre si. No Tempo 2, 0s grupos
suplementados néo diferiram entre si, enquanto o grupo que recebeu dieta enriquecida
com CLA (EE) apresentou valores de HDL-colesterol menores que o grupo EP.
Comparando-se os grupos ao longo dos Tempos 1 e 2, apenas o grupo Suplementado
Placebo (SP), apresentou aumento estatisticamente significante (p < 0,05) dos teores de

HDL-colesterol apdés 8 semanas de experimentagdao. Em relagcao aos valores de glicemia
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plasmatica, no Tempo 1, os grupos Suplementado Experimental e Enriquecido
Experimental, ndo diferiram de seus respectivos controles (p > 0,05). No entanto, o grupo
que recebeu CLA por meio de entubacdo orogastrica, apresentou valores de glicemia
estatisticamente menores que o grupo que recebeu dieta enriquecida com o mesmo
composto. Este comportamento também foi verificado entre os grupos no Tempo 2. Ao
longo do periodo experimental, apenas o grupo SP apresentou aumento dos valores de

glicemia (p < 0,05).
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Tabela 14. Valores médios + desvio padrao de triacilglicerol (mg/dL), colesterol total (mg/dL) e HDL-colesterol (mg/dL) séricos e glicemia

plasmatica (mg/dL) dos ratos nos Tempos 0 (10 dias), 1 (4 semanas) e 2 (8 semanas).

Tempo TO T1 To

Grupos (n=20) SP (n=10)  SE (n=10) EP (n=10) EE (n=10) SP (n=10) SE (n=10) EP (n=10) EE (n=10)

Triacilglicerol 1013,10 + 231,81 + 220,85 + 165,13 + 150,65 + 108,87 + 115,85 + 114,40 + 105,07 +
(mg/dL) 370,532 63,63° 60,18° 54,71°¢ 31,21°¢ 24,35° 23,92° 23,34° 21,85°

Colesterol Total 138,38 + 96,17 + 89,82 + 91,48 + 78,32 + 139,61 + 129,38 + 131,39 + 102,29 +

(mg/dL) 104,96%° 23,63%° 18,9520 25,67%° 17,41° 53,782 41,02%° 47,392 46,95%°
HDL-Colesterol 51,81 + 61,13 % 95,70 + 90,94 + 109,59 + 124,27 + 120,57 + 111,06 + 77,02 +
(mg/dL) 7,33° 9,11%¢ 15,2724 53,594 28,8821 26,90° 19,602 21,823 28,39%¢

Glicemia (mg/dL) 155,69 + 102,92 + 100,93 + 120,50 + 132,45 + 142,62 + 126,31 + 147,59 + 154,16 +
22,497 10,17° 15,9° 19,2°¢ 26,682° 29,972P 25,43°¢ 34,497 35,68°

Valores com letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (p < 0,05) ao teste de Mann-Whitney.

Grupo SP (Suplementado Placebo): 2 % em relagéo ao consumo diario de dieta de éleo de cartamo por meio de entubagéo orogastrica;

Grupo SE (Suplementado Experimental): 2 % em relagdo ao consumo diario de dieta de acido linoléico conjugado (CLA TonalinJ) por meio de entubagéo orogastrica;

Grupo EP (Enriquecido Placebo): dieta enriquecida com 2 % de 6leo de cartamo;

Grupo EE (Enriquecido Experimental): dieta enriquecida com 2 % de acido linoléico conjugado (CLA Tonalin).
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Os resultados observados neste estudo indicam que o consumo de acido
linoléico conjugado n&o interferiu nos valores de triacilglicerol e colesterol total séricos,
independentemente da forma de administracéo, exceto para HDL-colesterol no grupo EE,
uma vez que as diferengas observadas também ocorreram nos grupos placebos. Da
mesma maneira, Azain e colaboradores (2000) ndo observaram diferencas nos teores de
triacilglicerois séricos em ratos Spargue-Dawley suplementados com 0,25 e 0,5 % de CLA
durante 5 semanas. Ap6és 39 dias de experimentagdo com ratos Sprague-Dawley
alimentados com dieta AIN-93G acrescida de 3 % de uma mistura de isémeros de CLA ou
isenta de CLA, as concentracoes de triacilglicerdis, colesterol total e fosfatidilcolina das
lipoproteinas LDL e HDL n&o foram alteradas com o tratamento (STANGL, 2000). Para
avaliar se o CLA seria capaz de alterar o perfil lipidico de animais mesmo apds um curto
periodo de suplementagdo, Rahman e outros (2001) alimentaram ratos Otsuka Long-
Evans Tokushina Fatty (OLETF) por apenas 48 horas. Apds 12 semanas de adaptacao,
os animais foram divididos em 2 grupos que receberam 7,5 % de Oleo de acafrao
acrescido de 7,5 % de CLA ou somente 15 % de éleo de agafrdo, constituindo os grupos
CLA e controle, respectivamente. Os animais permaneceram 24 horas em jejum e em
seguida receberam por 48 horas suas respectivas dietas. Ao final, o grupo que recebeu
CLA nao apresentou reducdo (p > 0,05 nos teores séricos de triacilglicerdis.
Corroborando estes resultados, ratas Wistar alimentadas com 2,5 % de uma mistura de
CLA por 2 semanas nao apresentaram alteracbes nos valores de ftriacilglicerbis
(HAYASHI, 2003). Mais recentemente, Bissonauth e colaboradores (2006), nao
observaram diferencas significativas (p > 0,05) nos valores de triacilglicerois e colesterol
total em hamsters suplementados durante 28 dias com os isdmeros cis-9, trans-11 e

trans-10, cis-12 CLA, em relacdo ao controle. Em relagéo aos valores de HDL-colesterol,
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0 grupo que recebeu CLA via entubacdo orogastrica (SE) apresentou valores de
HDL-colesterol superiores (p < 0,05) apdés 4 semanas de experimentagdo quando
comparado ao seu controle (SP). No entanto, apds 8 semanas de experimentacao (T2), o
grupo que recebeu CLA por meio da dieta (EE), apresentou teores de HDL-colesterol
estatisticamente menores em relagdo ao seu controle (EP), resultado ndo observado no
Tempo 1. Assim como observado em nossos estudos, grande parte das pesquisas com
CLA, nas quais este composto é adicionado a dieta, os teores de HDL-colesterol tendem
a diminuir ou nao se alterarem (BISSONAUTH et al., 2006; AKAHOSHI et al., 2004; CHOI
et al., 2004b; GAVINO et al., 2000; SZYMCZYK et al., 2000). No entanto, observamos que
quando o mesmo foi consumido por meio de suplementacdo, o CLA atuou de forma
positiva sobre estes valores. Estes resultados sugerem que para valores de
HDL-colesterol, a forma de administracdo parece ser relevante. Neste caso, o consumo

de CLA via suplementagao atuou de maneira mais eficaz.

Diversos fatores de risco, como a diminuigdo da tolerancia a glicose, etnia,
idade, género e principalmente a obesidade, estdo associados ao desenvolvimento do
diabetes mellitus ndo insulino dependente. Embora controversos alguns estudos tem
demonstrado efeito benéfico da suplementagdo com CLA sobre o controle glicémico e,
desta maneira, este composto tem se relacionado de forma positiva no controle do
diabetes. Os resultados deste estudo ndo demonstraram redugao dos teores de glicose
plasmatica dos grupos que receberam CLA em relacdo aos seus controles (p > 0,05).
Entretanto, comparando-se a forma de administracdo, o grupo que recebeu CLA via
entubacgao orogastrica apresentou valores de glicemia menores (p < 0,05) em relagdo ao
grupo que recebeu este composto por meio de dieta, apos 4 e 8 semanas. Buscando

identificar os efeitos do CLA na prevencao e tratamento do diabetes mellitus ndo insulino
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dependente, Houseknech e outros (1998), alimentaram ratas da linhagem Zucker,
caracterizada por desenvolver espontaneamente diabetes entre a sétima e a décima
segunda semana de idade, com 1,5 % de uma mistura de isdmeros de CLA. Ap6s duas
semanas de tratamento, os animais suplementados apresentaram normalizagdao da
tolerancia a glicose e diminuicdo dos acidos graxos livres circulantes. Utilizando-se do
mesmo modelo experimental, Teachey e outros (2003), suplementaram ratas durante 20
dias consecutivos com 6leo de milho (controle), ou com uma mistura dos isémeros cis-9,
trans-11 e trans-10, cis-12 CLA (0,3 g/kg ou 1,5 g/kg de peso corporal), ou com &cido
lipdico (10 mg/kg ou 50 mg/kg de peso corporal), ou com uma combinacdo das menores
ou das maiores doses de CLA e &cido lipéico. Apds serem submetidas ao teste de
tolerancia a glicose oral, verificou-se uma diminuicdo significativa (p < 0,05) da glicose
plasmatica nas ratas que receberam as menores doses de CLA e da combinacao de CLA
e acido lipoico. Também foi encontrado aumento de 77 % e 54 % na atividade de
transporte da glicose mediada pela insulina nos musculos epitroclearis e séleo,
respectivamente, na menor dose do tratamento combinado. J& os grupos que receberam
altas doses de CLA e acido lipdico isoladamente ou a combinacao destes suplementos
nao demonstraram diferencas significativas para nenhum dos parametros analisados.
Estes resultados sugerem que uma combinacao de baixas doses de CLA e acido lipéico,
promoveram uma interagdo sinergista capaz de melhorar o transporte de glicose
muscular, assim como o estresse oxidativo e o acumulo de triacilglicerol intramuscular.
Este efeito, possivelmente, se deve a acado antioxidante destes componentes quando
consumidos em conjunto. Resultados semelhantes foram observados quando ratos Wistar
adultos receberam, durante 3 semanas, dieta contendo 6,5 % de éleo de soja (grupo

controle) ou 5 % de 6leo de soja acrescido de 1,5 % de uma mistura de isémeros de CLA
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(grupo experimental). Apds 15 horas de jejum, o grupo experimental apresentou teores
de glicose estatisticamente menores (p < 0,05) que o grupo controle (PURUSHOTHAM et

al., 2007).

Com base nos resultados observados neste estudo quanto ao perfil lipidico
sérico e glicemia plasmatica dos ratos que receberam éleo de cartamo ou acido linoléico
conjugado durante 4 e 8 semanas, € possivel verificar que a quantidade administrada,
assim como a forma de administracdo parecem influenciar a atuagdo do CLA no

organismo (Tabela 14).

4.2.5 Perfil Osseo dos Animais Experimentais

Os valores de carga maxima (N) obtidos por meio de ensaio de flexao de trés
pontos nos fémures direitos dos ratos nos Tempos 0 (10 dias), 1 (4 semanas) e 2
(8 semanas), estao expressos na Tabela 15. Observa-se que ndo houve diferenca
estatistica (p > 0,05) entre o grupo de referéncia no Tempo 0 e os grupos no Tempo 1. No
entanto, foi observado um aumento da carga maxima (N) necesséria para a ruptura dos
0Ss0S nos grupos do Tempo 2, quando comparados ao Tempo 0 e 1. Estes resultados
sugerem que a ingestao de acido linoléico conjugado, independentemente da quantidade
e forma de administragcdo (entubagao orogastrica ou dietética), ndo interferiu na forca

necessaria para que os fémures se rompessem.
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Na Tabela 16 estdo apresentados os valores de calcio (%), fésforo (%) e a
relacdo Ca:P das tibias direitas dos ratos nos Tempos 0 (10 dias), 1 (4 semanas) e 2
(8 semanas). E possivel verificar que ndo houve influéncia do tratamento no contetido de

célcio e fosforo 6sseo dos animais (p > 0,05).

Com relacdo aos resultados de densidade 6ssea dos animais ao longo do
periodo experimental, apresentados na Tabela 17, nota-se que houve diferenca
estatisticamente significante (p < 0,05) entre o Tempo 0 (grupo de referéncia) e os
Tempos 1 e 2 (grupos controle e experimentais), exceto para o grupo enriquecido
experimental (EE) no Tempo 2, que mostrou-se igual ao Tempo 0. Este aumento
observado na densidade 6ssea pode ser explicado pela idade dos animais. Sabe-se que a
densidade 6ssea maxima € atingida na idade adulta, ou seja, ap6s o Tempo 1.
Considerando apenas o Tempo 1, verificou-se que houve diferenca relativa a forma de
administracdo do acido linoléico conjugado, uma vez que os grupos SE e EE, diferiram
entre si. A maior densidade 6ssea observada no grupo que recebeu leite enriquecido (EE)
pode ser justificada pela presenca no mineral calcio, presente na matriz alimentar

utilizada.
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Tabela 15. Valores médios + desvio padrao de carga maxima (N) medida em teste biomecanico nos fémures dos ratos nos Tempos 0 (10

dias), 1 (4 semanas) e 2 (8 semanas).

Tempo TO T1 T2

Grupos (n=10) SP (n=10) SE (n=10) EP (n=10) EE (n=10) SP (n=10) SE (n=10) EP (n=10) EE (n=10)

Carga 42,614532°  100,98+10,24° 104,84+9,50°  105,04+24,75° 111,04+18,90° 146,70+17,03*  154,51+16,75°  157,75+23,78% 167,13+14,92°
Maxima (N)

Valores com letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (p < 0,05) ao teste de Mann-Whitney.

Grupo SP (Suplementado Placebo): 2 % em rela¢do ao consumo diério de dieta de 6leo de cartamo por meio de entubagao orogastrica;

Grupo SE (Suplementado Experimental): 2 % em relagdo ao consumo diario de dieta de acido linoléico conjugado (CLA TonalinJ) por meio de entubagéo orogastrica;
Grupo EP (Enriquecido Placebo): dieta enriquecida com 2 % de 6leo de cartamo;

Grupo EE (Enriquecido Experimental): dieta enriquecida com 2 % de &cido linoléico conjugado (CLA Tonalinl).
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Tabela 16. Valores médios + desvio padrdo de célcio (Ca) e fosforo (P), expressos em %, das tibias dos ratos nos Tempos 0 (10 dias), 1 (4

semanas) e 2 (8 semanas).

Tempo TO T1 T2

Grupos (n=10) SP (n=10) SE (n=10) EP (n=10) EE (n=10) SP (n=10) SE (n=10) EP (n=10) EE (n=10)

Ca (%) 11,52 + 1,05 14,26 + 0,94° 14,20 £ 0,44° 14,09 + 1,25% 14,51 +0,83% 14,79 +1,22° 14,90 + 0,83% 14,31 £0,54° 14,19 +£0,83°
P (%) 5,72 +0,39° 7,10 +0,32° 7,20 +0,20° 7,16 +0,44° 7,15 +0,23° 7,17 £0,60° 7,31 £0,42° 7,32+0,27° 7,30 £0,44°
CaP 2,01 +£0,08 2,01 +£0,09 1,97 £ 0,05 1,97 £ 0,07 2,03 + 0,08 2,06 + 0,06 2,04 £ 0,06 1,96 + 0,07 1,95 + 0,05

Valores com letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (p < 0,05) ao teste de Mann-Whitney.
Grupo SP (Suplementado Placebo): 2 % em relagdo ao consumo didrio de dieta de 6leo de cartamo por meio de entubagao orogastrica;

Grupo SE (Suplementado Experimental): 2 % em relagdo ao consumo diario de dieta de acido linoléico conjugado (CLA TonalinJ) por meio de entubagéo orogastrica;

Grupo EP (Enriquecido Placebo): dieta enriquecida com 2 % de 6leo de cartamo;

Grupo EE (Enriquecido Experimental): dieta enriquecida com 2 % de &cido linoléico conjugado (CLA TonalinlJ).
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Tabela 17. Valores médios + desvio padrao da densidade 6ssea dos fémures expressa em g/cm3 dos ratos nos Tempos 0 (10 dias), 1 (4

semanas) e 2 (8 semanas).

Tempo TO T T2
Grupos (n=10) SP (n=10) SE (n=10) EP (n=10) EE (n=10) SP (n=10) SE (n=10) EP (n=10) EE (n=10)
Densidade 1,30 +0,15° 2,81 +1,79%" 225 +0,66%° 3,08 + 1,08 2,65 +0,15% 3,17 +0,84%%% 267 +1,03*%° 3,60 +0,35%%¢ 2,51 +1,523bcd

Ossea (g/cm®)

Valores com letras diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa (p < 0,05) ao teste de Mann-Whitney.

Grupo SP (Suplementado Placebo): 2 % em rela¢do ao consumo didrio de dieta de 6leo de cartamo por meio de entubagao orogastrica;

Grupo SE (Suplementado Experimental): 2 % em relagdo ao consumo diario de dieta de acido linoléico conjugado (CLA TonalinJ) por meio de entubacao orogastrica;
Grupo EP (Enriquecido Placebo): dieta enriquecida com 2 % de 6leo de cartamo;

Grupo EE (Enriquecido Experimental): dieta enriquecida com 2 % de acido linoléico conjugado (CLA Tonalin0).
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Sabe-se que a osteoporose, uma doenga caracterizada pela perda progressiva
da massa 0ssea e aumento na fragilidade do esqueleto é considerada um problema de
salde publica, atingindo principalmente mulheres na fase adulta. O tecido 6sseo possui a
capacidade de remodelar-se ao longo da vida, por meio do equilibrio entre sua formagao
e degeneracdo, atividades controladas pelos osteblastos e osteclastos, respectivamente
(MACKIE, 2003). Algumas evidéncias tém apontado que a composicao dos acidos graxos
da dieta seja capaz de modular a mineralizacdo 6ssea (LI; WATKINS, 1998; COOK,
JEROME, PARIZA, 1997; McCARTHY et al., 1991). Neste sentido, inimeros estudos com
CLA tém sido desenvolvidos a fim de verificar o efeito deste acido graxo na formagao do
esqueleto e dessa forma atuar como aliado na prevencdo e/ou tratamento da

osteoporose.

Para determinar a influéncia do CLA na formacdo éssea, Cook, Jerome e
Pariza (1997), suplementaram a dieta de frangos com 0 (controle); 0,375 e 0,75 % de CLA
durante 3 semanas. Ao final, a tibia destes animais foi coletada e a quantidade de
minerais medida. Os frangos que receberam CLA tiveram o conteudo mineral elevado em
10 % quando comparado ao grupo controle. Resultados similares foram encontrados por
Park e colaboradores (1997), quando camundongos foram suplementados com 0,5 % de
CLA durante 32 dias. Este mesmo grupo de pesquisadores, observou aumento de 14,5 %
no contelddo de cinzas de camundongos suplementados com 0,5 % de uma mistura de
isbmeros de CLA durante 4 semanas (PARK et al, 1999). Em projeto anterior
desenvolvido por este Grupo de Pesquisa, foi verificado aumento estatisticamente
significante (p < 0,05) no contetdo de cinzas de ratos Wistar, suplementados por 42 dias
com 2 % sobre o consumo diario de dieta utilizando duas misturas comerciais de CLA
(9,25 + 0,54 g € 8,82 + 0,47 g, grupos CLA Advantage e CLA One, respectivamente),
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quando comparados ao grupo controle (8,04 + 0,39 g) (BOTELHO; SANTOS-ZAGO;
OLIVEIRA, 2008).

Os mecanismos de acao propostos pelos quais o CLA atua sobre o
metabolismo esquelético, incluem sua capacidade de alterar os fatores que influenciam a
formacao e reabsorgdo d6sseas. O consumo de CLA tem se mostrado efetivo sobre a
modulagao de citocinas como a interleucina-1p (IL-1B), interleucina-6 (IL-6), leucotrieno B,
(LTB4) e fator de necrose tumoral a (TNF-a) por meio da ativacdo de fatores nucleares,
principalmente o NFkB. Estas citocinas, quando liberadas pelos macréfagos regulam a
atividade dos osteoblastos, aumentam a reabsor¢céo 6ssea e dessa maneira enfraquecem
o esqueleto (TROEN, 2003). Como conseqliéncia do aumento da interleucina-6, ocorre a
producdo de prostaglandina E, (PGE,), que por sua vez, também ativa os osteoclastos
(SUDA; UDAGAWA; SATO, 2004; RAISZ, 1995). As prostaglandinas sdo sintetizadas a
partir do acido linoléico via ciclooxigenases. O CLA tem se mostrado capaz de competir
com o acido linoléico pela absorcdo e com isto inibir a producdo de PGE, (CUSACK;
JEWELL; CASHMAN, 2005; KELLY; CASHMAN, 2004). Em estudo realizado com
camundongos C57BL/6 durante 10 semanas, o grupo que recebeu CLA na concentragao
de 0,5 %, apresentou diminuigdo da atividade da IL-6 e TNF-a em comparagao ao grupo
controle. Estes resultados explicam a manutencao da densidade mineral 6ssea observada
no grupo tratado (RAHMAN et al., 2007). Objetivando verificar o efeito do CLA sobre a
producdo de PGE,, Li e Watkins (1998) suplementaram ratos com 0,5 % de CLA durante
42 dias. Apds o periodo de experimentacdo, os fémures e tibias foram retirados e a
producdo ex vivo de PGE; foi analisada. O grupo que recebeu CLA apresentou menores

valores de PGE, (p < 0,05) quando comparado ao controle. Acredita-se que baixas
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concentragdes de PGE, estdo associadas a melhora na formagao 6ssea dos animais.
Dessa maneira o CLA atuaria contribuindo positivamente para a saude do esqueleto

(HUR; PARK, 2007).

Embora inUmeros estudos demonstrem acdo benéfica do CLA sobre o
metabolismo 6sseo, o efeito deste composto sobre o contelddo mineral, densidade e
massa 6ssea ainda é controverso (KELLY; CASHMAN, 2004; KELLY et al., 2003). Neste
presente estudo, a carga maxima (N) aplicada durante o ensaio biomecéanico antes da
ruptura dos 0ssos, o conteudo mineral de calcio e fésforo (%), assim como a densidade
6ssea dos fémures (g/cm®) ndo foram modificados pelo consumo de 2 % de CLA
administrado por meio de entubagdo orogastrica e dieta enriquecida. Resultados
semelhantes foram observados por Kelly e colaboradores (2003). Ratos Wistar em
crescimento receberam dieta AIN-93G contendo 1 % de CLA. Apdés 8 semanas de
experimentacdo néo foi observado efeito sobre a massa mineral éssea do grupo CLA em
relacdo ao controle. Mais recentemente, Park; Pariza; Park (2008), relataram que esta
inconsisténcia nos dados com relagao a atuacdo do CLA sobre a massa 6ssea pode ser
em parte devido a interacdo entre seus isébmeros e o calcio dietético. Alguns estudos
relacionam o isbmero cis-9, trans-11, € ndo o trans-10, cis-12, como sendo o responsavel
pela melhora no perfil 6sseo dos animais (DOYLE et al., 2005; GAULLIER et al., 2004;
KREIDER et al., 2002). Nesta presente pesquisa, foram utilizadas misturas de isbmeros
de CLA, o que impossibilita uma analise em separado da sua atuacdo. O cenario atual
sugere que os efeitos do CLA sobre a formagéo éssea dependem do isémero utilizado, da
proporcao de acidos graxos poliinsaturados, dos minerais na dieta e do estagio de

desenvolvimento dos animais.
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4.2.6 Composicao Corporal Centesimal dos Animais Experimentais

Na Figura 7 estdo apresentados os valores de proteina, lipides e cinzas,
correspondentes a composicao corporal centesimal dos ratos nos Tempos 0, 1 e 2. Nota-
se gue houve um aumento estatisticamente significante (p < 0,05) do teor de lipides nos
Tempos 1 e 2, em relacdo ao Tempo 0. Este aumento pode ser explicado pela idade dos
ratos, uma vez que tecido adiposo tem seu crescimento entre as 122 e 162 semanas dos
animais. Ainda com relagédo ao teor de lipides, nota-se que no Tempo 1 houve redugéo no
grupo que recebeu dieta contendo acido linoléico conjugado (EE) em relagdo ao grupo
que recebeu dieta sem a adicdo deste composto (EP). No entanto, ao final das 8 semanas
de experimentagéo (Tempo 2), o mesmo grupo EE, mostrou-se com teores de lipides
maiores que o grupo EP. Possivelmente, ao final das 4 semanas (Tempo 1) o conteudo
de CLA contido na dieta, era suficiente para causar o efeito observado. Porém, ao final do
Tempo 2, este composto pode ter sofrido oxidacdo e dessa maneira ndo mais exerceu
efeito na redugdo da gordura corporal. Estes resultados podem ser justificados pelos
dados apresentados na Tabela 9, na qual observa-se que a dieta enriquecida com CLA foi
aquela que apresentou menor vida de prateleira em comparacdo as demais matrizes
alimentares. Conforme mencionado anteriormente as condi¢cdes de elaboracdo da dieta
que por mais que tivessem sido controladas, ndo impediram que os componentes de sua

formulacédo fossem manipulados e expostos a agentes pré-oxidantes.

Com relagao aos teores de proteina, vale ressaltar que no Tempo 1, o grupo
que recebeu CLA por meio de suplementacado (SE), apresentou valores maiores do que o

grupo que recebeu dieta enriquecida com este composto (EE).
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Os teores de cinzas nao diferiram entre os grupos ao longo do periodo
experimental (p > 0,05). Este resultado confirma os dados obtidos no perfil 6sseo dos

animais (Tabelas 15, 16 e 17).
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Figura 7. Composig¢ao corporal centesimal em base umida dos ratos nos Tempos 0 (10 dias), 1 (4

semanas) e 2 (8 semanas).

* Letras diferentes indicam diferenca estatistica para barras de mesma cor, em relagéo aos grupos controle e experimental,
nos Tempos 0, 1 e 2 segundo teste de Mann-Whitney (p < 0,05).

Grupo SP (Suplementado Placebo): 2 % em relagdo ao consumo diério de dieta de éleo de cartamo por meio de entubagéo

orogastrica;

Grupo SE (Suplementado Experimental): 2 % em relagdo ao consumo diario de dieta de &cido linoléico conjugado (CLA

Tonalin) por meio de entubagéo orogastrica;
Grupo EP (Enriquecido Placebo): dieta enriquecida com 2 % de 6leo de cartamo;

Grupo EE (Enriquecido Experimental): dieta enriquecida com 2 % de &cido linoléico conjugado (CLA Tonalinl).
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4.2.7 Perfil Hormonal dos Animais Experimentais

Na Tabela 18 estdo apresentados os valores da concentracdo sérica de
adiponectina, grelina e leptina, expressos em ng/mL e plasmaticos de insulina (ng/mL),
assim como os valores de resisténcia a insulina, expressa pela férmula HOMA-IR dos
ratos nos Tempos 0, 1 e 2. Nota-se que nos Tempo 1 e 2 os horménios leptina e
adiponectina demonstraram aumento significatico em relacdo ao placebo para quase a
totalidade dos grupos analisados. Ainda no Tempo 1 a leptina destaca-se por ter
apresentado valores inferiores no grupo que recebeu CLA por meio de entubacao
orogastrica (SE) em relacdo ao grupo placebo (SP). Ja os horménios adiponectina e
grelina apresentaram valores inferiores quando os animais receberam o CLA por meio de
dieta enriquecida (EE), em relagdo aos seus respectivos controles (EP). No Tempo 2, a
adiponectina confirmou esta tendéncia, sugerindo que este horménio seja dependente da

forma de administracéo.
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Tabela 18. Valores médios + desvio padrdao da concentracdo de adiponectina, grelina e leptina séricos (ng/mL), insulina plasmatica (ng/mL) e

HOMA-IR dos ratos nos Tempos 0 (10 dias), 1 (4 semanas) e 2 (8 semanas).

Tempo Tempo 0 Tempo 1 Tempo 2

Grupos (n=20) SP (n=10) SE (n=10) EP (n=10) EE (n=10) SP (n=10) SE (n=10) EP (n=10) EE (n=10)
Adiponectina  19546,87 + 21951,43 + 26607,96 + 17165,52 + 17963,14 + 21555,36 + 31242,83 + 138345 + 2248484 +

(ng/mL) 3602,31° 4375,62%° 6885,84%¢ 2956,04%° 3058,68°° 4874,19°¢ 7168,75° 2807,51%¢ 4920,99°°

Grelina 0,64+0,45°  0,49+0,06*°°  0,45%0,19%°%"  0,1420,05°*%"  0,1240,03°°  0,15:0,03°  0,3120,23°°  0,55:0,18*°°  0,560,05%>%*

(ng/mL)

Leptina 0,57+0,26° 4,83+2,241 2,55+1,12% 3,31+1,42%°%  216+0,847°  8,52+3,74°%"  547+305*%°  564+318*°¢ 5,32+3,11%"

(ng/mL)

Insulina 0,76+0,59° 1,52+1,17%¢¢ 1,0340,61°¢ 1,28+1,15%¢ 1,15+0,62° 1,55+0,99¢ 1,53+1,282¢ 1,29+1,05°¢ 2,25+1,33?

(ng/mL)

HOMA-IR 0,01+0,01° 0,010,012 0,01+0,00°¢ 0,09+0,09%%%¢  0,08+0,03%¢  0,13+0,08*%¢  0,11+0,09*"  0,12+0,11%°% 0,22+0,15*°

Valores com letras diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa (p < 0,05) ao teste de Mann-Whitney.

Grupo SP (Suplementado Placebo): 2 % em relagéo ao consumo diario de dieta de 6leo de cartamo por meio de entubagao orogastrica;

Grupo SE (Suplementado Experimental): 2 % em relagé@o ao consumo diério de dieta de acido linoléico conjugado (CLA Tonalinl) por meio de entubagéo orogastrica;

Grupo EP (Enriquecido Placebo): dieta enriquecida com 2 % de 6leo de cartamo;

Grupo EE (Enriquecido Experimental): dieta enriquecida com 2 % de acido linoléico conjugado (CLA Tonalin).
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4.2.8 Expressao Génica das Enzimas Carnitina Palmitoil Transferase Il, Acido Graxo
Sintase e das Isoformas a e y dos Receptores Ativados por Proliferadores de

Peroxissoma (PPAR a e PPAR y) no Figado e Tecido Adiposo

A expressdo génica das enzimas carnitina palmitoil transferase Il e acido
graxo sintase, envolvidas nos processos de oxidacdo e sintese de acidos graxos,
respectivamente pode ser visualizada nas Figuras 8 e 9. Com relagcdo a expressao das
enzimas no tecido hepatico, nota-se que houve reducdo estatisticamente significante
(p < 0,05) de ambas as enzimas nos grupos tratados com CLA, seja por meio de
suplementacdo ou dieta enriquecida, nos Tempos 1 e 2. No tecido adiposo epididimal,
houve redugédo da enzima acido graxo sintase nos grupos que receberam &cido linoléico
conjugado, por meio de suplementacao e dieta enriquecida apds 4 e 8 semanas (Tempo 1
e 2). Ja para a enzima carnitina palmitoil transferase Il, houve reducao (p < 0,05) apenas
no Tempo 1, entre os grupos que receberam o6leo de cartamo (placebo) e CLA
(experimental). E importante ressaltar que as diferencas observadas foram significativas
entre 0s grupos, ou seja, entre 0s animais que receberam &cido linoléico (placebo) ou
CLA (experimental), e ndo em relacdo a maneira como estes compostos foram
administrados (suplementacdo ou dieta enriquecida), sugerindo que para estes
indicadores a forma de administragao nao foi relevante. Com relagcéo a expressao génica
das isoformas a e y dos receptores ativados por proliferadores de peroxissoma nos
grupos suplementados com CLA e nos que consumiram dieta enriquecida com CLA,
observou-se aumento tanto no tecido hepatico quanto no tecido adiposo epididimal,
conforme a ilustragdo nas Figuras 10, 11,12 e 13.
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Figura 8. Expressdo génica das enzimas carnitina palmitoil transferase Il (CPT) e acido graxo

sintase (FAS) no tecido hepatico de ratos Wistar nos Tempos 1 (4 semanas) € 2 (8 semanas).

* Letras diferentes indicam diferenca estatistica para barras de mesma cor, em relagio aos grupos controle e experimental

segundo teste de Mann-Whitney (p < 0,05).

Grupo SP (Suplementado Placebo): 2 % em relagéo ao consumo diario de dieta de éleo de cartamo por meio de entubagéo
orogastrica;

Grupo SE (Suplementado Experimental): 2 % em relagdo ao consumo didrio de dieta de acido linoléico conjugado (CLA
Tonalin) por meio de entubagéo orogastrica;

Grupo EP (Enriquecido Placebo): dieta enriquecida com 2 % de éleo de cartamo;

Grupo EE (Enriquecido Experimental): dieta enriquecida com 2 % de acido linoléico conjugado (CLA Tonalin0).
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Figura 9. Expressdo génica das enzimas carnitina palmitoil transferase Il (CPT) e acido graxo
sintase (FAS) no tecido adiposo epididimal de ratos Wistar nos Tempos 1 (4 semanas) e 2 (8

semanas).

* Letras diferentes indicam diferenga estatistica para barras de mesma cor, em relacdo aos grupos controle e experimental

segundo teste de Mann-Whitney (p < 0,05).

Grupo SP (Suplementado Placebo): 2 % em relag@o ao consumo diario de dieta de éleo de cartamo por meio de entubagéo

orogastrica;

Grupo SE (Suplementado Experimental): 2 % em relagdo ao consumo didrio de dieta de acido linoléico conjugado (CLA

Tonalin) por meio de entubagéo orogastrica;
Grupo EP (Enriquecido Placebo): dieta enriquecida com 2 % de 6leo de cartamo;

Grupo EE (Enriquecido Experimental): dieta enriquecida com 2 % de acido linoléico conjugado (CLA Tonalin0).
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Figura 10. Expressdo génica do receptor ativado por proliferador de peroxissoma (PPAR) a no

tecido hepatico de ratos Wistar nos Tempos 1 (4 semanas) e 2 (8 semanas).

* Letras diferentes indicam diferenga estatistica, em relagdo aos grupos controle e experimental segundo teste de Mann-
Whitney (p < 0,05).

Grupo SP (Suplementado Placebo): 2 % em relagdo ao consumo diério de dieta de 6leo de cartamo por meio de entubagao

orogastrica;

Grupo SE (Suplementado Experimental): 2 % em relagdo ao consumo didrio de dieta de acido linoléico conjugado (CLA

Tonalind) por meio de entubagéo orogastrica;
Grupo EP (Enriquecido Placebo): dieta enriquecida com 2 % de 6leo de cartamo;

Grupo EE (Enriquecido Experimental): dieta enriquecida com 2 % de acido linoléico conjugado (CLA Tonalin0).
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Figura 11. Expressao génica do receptor ativado por proliferador de peroxissoma (PPAR) y no

tecido hepatico de ratos Wistar nos Tempos 1 (4 semanas) e 2 (8 semanas).

* Letras diferentes indicam diferenga estatistica, em relagdo aos grupos controle e experimental segundo teste de Mann-
Whitney (p < 0,05).

Grupo SP (Suplementado Placebo): 2 % em relagdo ao consumo diério de dieta de 6leo de cartamo por meio de entubagao
orogastrica;

Grupo SE (Suplementado Experimental): 2 % em relagdo ao consumo diario de dieta de &cido linoléico conjugado (CLA

Tonalin) por meio de entubagéo orogastrica;
Grupo EP (Enriquecido Placebo): dieta enriquecida com 2 % de 6leo de cartamo;

Grupo EE (Enriquecido Experimental): dieta enriquecida com 2 % de 4cido linoléico conjugado (CLA TonalinlJ).
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Figura 12. Expressao génica do receptor ativado por proliferador de peroxissoma (PPAR) a no

tecido adiposo epididimal de ratos Wistar nos Tempos 1 (4 semanas) e 2 (8 semanas).

* Letras diferentes indicam diferenga estatistica, em relagcdo aos grupos controle e experimental segundo teste de Mann-
Whitney (p < 0,05).

Grupo SP (Suplementado Placebo): 2 % em relagdo ao consumo diério de dieta de 6leo de cartamo por meio de entubagao
orogastrica;

Grupo SE (Suplementado Experimental): 2 % em relagdo ao consumo didrio de dieta de acido linoléico conjugado (CLA
Tonalind) por meio de entubagéo orogastrica;

Grupo EP (Enriquecido Placebo): dieta enriquecida com 2 % de 6leo de cartamo;

Grupo EE (Enriquecido Experimental): dieta enriquecida com 2 % de &cido linoléico conjugado (CLA TonalinlJ).
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Figura 13. Expressao de receptor ativado por proliferador de peroxissoma (PPAR) y no tecido

adiposo epididimal de ratos Wistar nos Tempos 1 (4 semanas) e 2 (8 semanas).

* Letras diferentes indicam diferenga estatistica, em relagdo aos grupos controle e experimental segundo teste de Mann-
Whitney (p < 0,05).

Grupo SP (Suplementado Placebo): 2 % em relagdo ao consumo diario de dieta de éleo de cartamo por meio de entubagéo

orogastrica;

Grupo SE (Suplementado Experimental): 2 % em relagdo ao consumo didrio de dieta de acido linoléico conjugado (CLA
Tonalin) por meio de entubagéo orogastrica;

Grupo EP (Enriquecido Placebo): dieta enriquecida com 2 % de 6leo de cartamo;

Grupo EE (Enriquecido Experimental): dieta enriquecida com 2 % de acido linoléico conjugado (CLA Tonalin0).

As pesquisas com CLA tém demonstrado de forma exaustiva sua agao como
um potente agente repartidor de nutrientes, capaz de alterar a composicao corporal,
promovendo reducdo de massa gorda e aumento de massa magra em diferentes

espécies (WANG; JONES, 2004; SISK et al., 2001; DECKERE et al., 1999; PARK et al.,
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1997). Resultados anteriores obtidos por nosso grupo de pesquisa confirmam estas
evidéncias. Quando ratos Wistar foram suplementados com 2 % de CLA sobre o0 consumo
diario de dieta, estes apresentaram 18 % de redugcdo da massa gorda, tanto aos 21
quanto aos 42 dias de tratamento. Também foi observado aumento de 7,5 % dos teores
de cinzas, sugerindo potencializacdo da mineralizacdo 6ssea (BOTELHO et al., 2005a;

BOTELHO et al., 2005b).

A discussao acerca dos resultados de composicao corporal, expressao génica
das enzimas carnitina palmitoil transferase Il, acido graxo sintase e das isoformas a e y
dos receptores ativados por proliferadores de peroxissoma (PPAR a e PPAR y) no figado
e tecido adiposo, assim como do perfil hormonal do ensaio biolégico sera abordada em

conjunto aos resultados do ensaio clinico e encontram-se a seguir.
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4.3 Ensaio Clinico

4.3.1 Caracterizacao da Populacao

Tabela 19. Caracterizagdo da populagdo de individuos do sexo masculino que participou do
Projeto de Pesquisa

Grupo N Idade (anos)
SP 15 43,9 £ 10,7
SE 19 38,6 £8,62
EP 10 37,0+£11,0
EE 9 39,6 £10,5

Grupo SP (Suplementado Placebo): consumo didrio de 3 capsulas de 6leo de cartamo;
Grupo SE (Suplementado Experimental): consumo diério de 3 capsulas de de acido linoléico conjugado (CLA Tonalin);
Grupo EP (Enriquecido Placebo): consumo diario de 500 mL de leite sem adigao de 4cido linoléico conjugado;

Grupo EE (Enriquecido Experimental): consumo diario de 500 mL de leite com adi¢&o de acido linoléico conjugado

4.3.2 Consumo Alimentar

Os resultados referentes a ingestao diaria, assim como os valores diarios de
referéncia, valores de z e p para energia e nutrientes, dos grupos placebo e

experimentais, podem ser visualizados nas Tabelas 20 e 21.
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Tabela 20. Ingestao diaria média + desvio padrao de energia e nutrientes dos sujeitos da pesquisa

durante o periodo de intervencao.

SE SP EE EP

Energia/nutriente

n=17 n=14 n=8 n=9
Energia (Kcal) 2516,48+618,84 2560,32+1158,57 2342,89+997,02 2621,40+1135,69
Proteinas (g) 112,16+26,82 118,78+72,02 104,95+43,97 103,84+22,51
Proteinas (% VET) 17,83 18,56 17,92 15,85
Carboidratos (g) 282,48+81,61 282,54+106,42 276,68+116,37 278,99+60,44
Carboidratos (% VET) 44,90 4414 47,24 42,57
Lipides (g) 93,69+34,10 88,74+56,26 90,53+46,71 85,31+19,93
Lipides (% VET) 33,51 31,19 34,78 29,29
AGS (g) 27,31+£10,97 30,95+28,75 31,73+23,03 29,73+8,83
AGP (g) 13,52+7,05 11,56+6,40 11,11£4,82 9,67+2,86
AGM (g) 29,59+13,64 28,59+16,40 27,48+13,18 26,96+7,37
Colesterol (mg) 250,12+94,91 276,26+162,12 273,24+145,83 274,88184,82
Fibras (g) 22,66+10,26 24,10+11,73 15,29+5,55 17,99+6,80
Vitamina E (mg) 6,12+3,29 5,16+2,37 4,05+2,38 3,568+1,32
Vitamina A (ug) 277,12+146,04 466,92+567,77 637,741+560,53 422,72+198,51
Acido félico (ug) 152,75+62,77 141,46+45,90 146,97+60,40 169,25+59,12
Vitamina B12 (ug) 5,3742,01 4,63+1,48 7,0645,43 6,25+2,18
Vitamina B6 (mg) 2,10+0,73 2,07+0,96 1,73+0,71 2,22+1,04
Vitamina C (mg) 183,72+158,64 150,46+83,40 111,34+67,53 108,43+62,32
Célcio (mg) 870,61+419,85 684,86+261,94 747,514+312,18 990,77+376,45
Ferro (mg) 17,38+4,88 16,42+4,41 13,37+4,86 15,26+4,09
Fosforo (mg) 1511,65+457,95 1345,25+648,78 1644,70+1076,98 1471,14+362,55
Cobre (ug) 1,35+0,42 1,42+0,50 1,07+0,32 1,20+0,41
Zinco (mg) 12,87+4,01 14,82+8,45 12,8345,46 13,20+3,03
Selénio (ug) 132,86+65,00 164,14+165,00 123,57+50,33 121,22+28,50
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Sédio (mg) 2983,32+1355,79 2864,65+1790,85 2514,49+811,51 2498,91+756,74

Potassio (mg) 3017,58+925,28 3239,65+2638,97 2881,38+1722,94 2632,72+704,22

145



Resultados e Discusséao

Tabela 21. Valores diarios de referéncia, valores de z e valores de p para energia e nutrientes dos

grupos placebo e experimentais.

SE SP EE EP

Energia/nutriente  Referéncia n=17 n=14 N=8 n=9

Z p z p Z p Z P
Energia (Kcal) 2592,68' 0,1231  0,5398 0,0279 0,5000 0,2505 0,5987 -0,0253 0,4801
Proteinas (g) 57,27% -2,0465 0,0202 -0,8540 0,1977 -1,0846 0,1357 -2,0685 0,0202
Proteinas (%) 10-35° -
Carboidratos (g) 130% -1,8684 0,0322 -1,4334 0,0735 -1,2604 0,1056 -2,4651 0,0071
Carboidratos (%) 45-65° -
Lipides (g) -
Lipides (%) 20-35° -
AGS (g) -
AGP (g) -
AGM (g) -
Colesterol (mg) -
Fibras (g) 38* -
Vitamina E (mg) 12% 1,7820 0,9641 2,8764 0,9978 3,3306 0,9997 6,3735 0,9999
Vitamina A (ug) 6252 2,3820 09918 0,2784 0,6179 -0,0227 0,4801 1,0190 0,8413
Acido félico (ug) 320% 2,6643 10,9960 3,8894 0,9999 2,8643 09978 2,5496 0,9946
Vitamina B12 2% -1,6777 0,0495 -1,7704 0,0401 -0,9311 0,711 -1,9472 0,0256
(hg)
Vitamina B6 1,12 -1,3621 0,0885 -1,0154 0,1587 -0,8785 0,1841 -1,0730 0,1469
(mg)
Vitamina C (mg) 75% -0,6853 0,2420 -0,9049 0,1841 -0,5381 0,2912 -0,5365 0,2912
Calcio (mg) 1000* -
Ferro (mg) 6% -2,3302 0,0094 -2,3605 0,0094 -1,5172 0,0668 -2,2643 0,0122
Fésforo (mg) 580%° -2,0344 0,0202 -1,1795 0,1251 -0,9886 0,1587 -2,4580 0,0071
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Cobre (ug) 700%® -1,5484 0,0606 -1,4427 0,0735 -1,1497 0,1251 -1,2315 0,1056
Zinco (mg) 9,4%® -0,8652 0,1977 -0,6409 0,2578 -0,6298 02743 -1,2528 0,1056
Selénio (pg) 457 -1,3517 0,0885 -0,7221 0,2420 -1,5611 0,0606 -2,6738 0,0040
Sédio (mg) 2300°  -0,5040 0,3085 -0,3153 0,3821 -0,2643 0,4013 -0,2629 0,4013
Potassio (mg) 4700* - - - - - - - -

'TEE: Total Energy Expenditure; obtido a partir da equagao 1086-[(10,1*idade(anos)]+PAL*[(13,7*peso(kg)+418*altura(m)]
para homens com sobrepeso e obesidade a partir de 19 anos; PAL: Physical Activity Level utilizado foi 1,0; idade utilizada
foi 39,8 anos (média entre os grupos considerando idade de cada voluntario na data da triagem); peso utilizado foi 86,76kg
e altura utilizada foi 1,73m (valores médios entre os grupos e entre 0s tempos)

®EAR: Estimated Average Requirement; 0,66g/kg para homens no estagio de vida entre 31 e 50 anos (utilizando peso
médio entre os grupos e os tempos de 86,76kg)

®EAR: Estimated Average Requirement para homens no estagio de vida entre 31 e 50 anos

SAMDR: Acceptable Macronutrients Distribution Range para homens no estagio de vida entre 31 e 50 anos
*Al: Adequate Intake para homens no estagio de vida entre 31 e 50 anos

®UL: Tolerable Upper Intake Level para homens no estagio de vida entre 31 e 50 anos

- sem valor e/ou ndo se aplica
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Conforme dados apresentados na Tabela 20 os grupos apresentaram, durante
a intervencgéo, prevaléncias de ingestdo média de energia e nutrientes muito semelhantes.
De acordo com a proposta do Institute of Medicine (2001) de avaliacdo da ingestao média
de grupos observou-se alta prevaléncia de ingestdo média abaixo do valor Estimated
Average Requirement para acido félico, vitamina E e vitamina A. Quanto a ingestdo média
de fibras, célcio e potassio nenhuma conclusao pode ser tirada a respeito visto que os
valores de ingestdo média em todos os grupos foi abaixo dos respectivos valores de
Adequate Infake. Quanto a ingestdo média de sddio, observou-se que a prevaléncia de
ingestao abaixo do valor de Tolerable Upper Intake Level para esse mineral variou entre
30 e 40%, o que caracteriza grande proporcao de individuos com ingestao acima desse
valor de referéncia que estabelece limite de risco para efeito adverso por ingestao
excessiva. A prevaléncia de ingestdao de energia abaixo do valor de Total Energy
Expenditure variou entre 48 e 59 %. Vale ressaltar que no caso da energia ha forte
correlacéo entre ingestdo e necessidade fazendo com que a distribuicdo dos dados seja
assimétrica, o que reduz a efetividade da avaliacdo da ingestdo pelo método utilizado
(SLATER; MARCHIONI; FISBERG, 2004). A distribuicdo dos macronutrientes em relagao
ao total de energia estd de acordo com os valores de Acceptable Macronutrients
Distribution Range para carboidratos (percentual médio entre os grupos de 44,71 %) e
proteinas (percentual médio entre os grupos de 17,53 %); para os lipides o percentual
médio entre os grupos foi de 32,19 % em relagdo ao total de energia, ou seja, acima do
limite maximo da faixa proposta pelo Institute of Medicine que é de 20-35 %.

O perfil de ingestao de energia e da maioria dos nutrientes avaliados indica
que do ponto de vista quantitativo ndo ha vulnerabilidade para ingestao inadequada, ainda

que, os aspectos qualitativos envolvidos na ingestédo, digestdo e metabolismo de energia
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e nutrientes, ndo tenham sido avaliados por nao constituirem objeto de estudo da
presente Pesquisa. Por outro lado, observou-se certo desequilibrio entre a distribuicéo de
macronutrientes demonstrando possivel ingestdo excessiva de lipides totais; mais uma
vez ressalta-se a importancia da avaliagdo qualitativa da ingestao para se chegar a uma
conclusao precisa a respeito. Outra ressalva a ser feita diz respeito a ingestao de sodio ja
que todos os grupos apresentaram perfil que promove risco de efeito adverso em
decorréncia de ingestao excessiva.

Sabe-se que a avaliacdo da ingestdao de energia e nutrientes € um processo
complexo que envolve uma série de etapas, as quais devem ser bem controladas no
sentido de minimizar erros que possam diminuir a precisdo dos dados. As principais
etapas do processo de avaliacao da ingestdo envolvem aspectos fundamentais, dentre os

quais pode-se citar:

i A escolha do inquérito dietético;
ii. O numero de dias de inquérito dietético;
iii. A base de dados sobre a composi¢ao dos alimentos;

iv. Os valores de referéncia de ingestao de energia e nutrientes.

A dieta dos participantes do estudo foi avaliada antes da intervencao por meio
de Registro Alimentar (Anexo 5) de 7 dias. Durante a intervencao a dieta foi avaliada por
meio de Registro Alimentar de 3 dias ndo consecutivos, incluindo um dia do final de
semana, realizado semanalmente (MEDLIN; SKINNER, 1998). Apés o término da
intervencao o cémputo de inquéritos validos para a Pesquisa foi de no minimo 23,6 e no

maximo 36,5 dias de inquérito por grupo perfazendo um valor médio de 39,1 dias de
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inquérito entre os grupos de sujeitos da Pesquisa. O Registro Alimentar foi o método de
inquérito dietético escolhido por se tratar de um método que avalia o consumo atual e de
forma quantitativa. Quanto a base de dados sobre a composi¢ao quimica dos alimentos,
pode-se dizer que a situacao ideal e que forneceria dados com maior precisdo, seria a
utilizagdo de dados essencialmente analiticos e, sobretudo, nacionais. Sabe-se da
dificuldade de encontrar tal situacdo ideal, devido a fatores relacionados particularmente
com a escassez de dados cientificos sobre o assunto. Atualmente, a comunidade
cientifica dispde de referéncia puramente analitica e nacional por meio da Tabela
Brasileira de Composicao de Alimentos (NEPA, 2004), Tabela essa que compde a base
de dados do programa utilizado para o céalculo dietético na presente Pesquisa. A utilizacao
de programas para avaliar a ingestao alimentar é uma realidade no ambito da pesquisa
pela praticidade de inser¢do dos dados e agilidade na obtencao das informagbes. A opgcao
por utilizar o programa DietPro® na presente Pesquisa deve-se ao fato do mesmo
apresentar em sua base de dados informacdo quantitativa a respeito de isbmeros de
acido linoléico conjugado nos alimentos por meio dos dados nacionais sobre nutrientes do
United States Department of Agriculture. Quanto aos valores de energia e nutrientes
utilizados como referéncias para a avaliacdo da ingestdo média durante o periodo
experimental, esses foram aqueles preconizados pelo Institute of Medicine. Sabe-se das
limitacbes de utilizacdo de valores de referéncia norte-americanos para outras
populagdes, incluindo a populagdo brasileira. No entanto, diante da escassez de dados
nacionais sobre consumo e da auséncia de valores de referéncia no ambito nacional,
utilizou-se a referéncia classica norte-americana reconhecida universalmente quanto aos
seus aspectos histéricos, técnico-cientificos e consensuais. Buscou-se a proporcao de

ingestdo média abaixo ou acima de determinado valor de referéncia das Dietary
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Reference Intakes, comparando a distribuicdo da ingestdo média com o valor de
referéncia Estimated Average Requirement para 0s nutrientes que o possui; tal
comparagéo, conforme Beaton (1994) fornece dados mais acurados a respeito da
ingestao média. Utilizou-se esse método, conhecido como “ponto de corte da EAR” ou
“EAR como ponto de corte” partindo do pressuposto tedrico de que a variagao individual
da ingestao é maior que a variacdo das necessidades na populacdo e que pequenos
desvios nesses pressupostos tem pouco efeito no desempenho do método (SLATER,;
MARCHIONI; FISBERG, 2004).

Ainda que nao seja objetivo da presente Pesquisa realizar estudo de consumo
e sim avaliar a ingestao alimentar durante o periodo experimental é importante ressaltar
que o perfil dietético dos sujeitos da pesquisa durante o periodo da intervencao
reproduziu o perfil dietético da populagao brasileira conforme os ultimos estudos dietéticos
no Brasil, marcado pelo processo de uniformizacdo planetaria de habitos e praticas
alimentares, com dietas caracterizadas pelo alto teor de gorduras e carboidratos simples e
pelo baixo teor de fibras e micronutrientes (VASCONCELQOS, 2007; LEVY-COSTA et al.,
2005), o que associado as caracteristicas antropométricas dos sujeitos da pesquisa pode

representar risco para obesidade e doengas associadas.

4.3.3 Perfil Bioquimico

O perfil bioquimico dos individuos do sexo masculino nos Tempos 0, 1 e 2

pode ser visualizado na Tabela 22. Observa-se que nos Tempos 1 e 2 0 grupo que
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recebeu CLA por meio do consumo de capsulas (SE), apresentou valores inferiores para
glicemia (mg/dL), em relagdo aquele que recebeu 6leo de cartamo (SP). Ja aquele grupo
que recebeu leite enriquecido com &cido linoléico conjugado (EE) apresentou aumento
dos teores de 4&cido urico (mg/dL) e creatinina (mg/dL) apdés 6 semanas de

suplementagéo.

4.3.4 Hemograma Completo

Na Tabela 23, pode-se encontrar 0 hemograma completo dos individuos nos
Tempos 0, 1 e 2. E possivel verificar que o grupo em tratamento com capsulas de CLA
(SE) demonstrou alteracdo significativa (p < 0,05) para os indicadores neutréfilo (%),
linfocito (%) e mondcito, apés 6 semanas de suplementagdo. No entanto, estes valores

ndo diferiram entre os grupos no Tempo 2.

4.3.5 Avaliacao da Composicao Corporal

Os resultados referentes a composi¢ao corporal dos individuos nos Tempos 0,
1 e 2, podem ser observados na Tabela 24. Nota-se que ndo houve alteragdo significativa

na composicao corporal dos humanos em decorréncia do consumo de acido linoléico
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conjugado, seja na forma de cépsula ou por meio de leite enriquecido apds 6 e 12

semanas.

4.3.6 Perfil Hormonal

O perfil hormonal dos individuos do sexo masculino nos Tempos 0, 1 e 2 esta
apresentado na Tabela 25. Podemos constatar que no Tempo 1 houve reducdo dos
teores de adiponectina (ng/mL) apds o consumo de capsulas contendo acido linoléico
conjugado em relacdo ao grupo que consumiu éleo de cartamo. No Tempo 2, ap6s 12
semanas de experimentacio, houve aumento dos teores de leptina (ng/mL) no grupo que
recebeu CLA por meio do consumo de 500 mL de leite enriquecido com este composto
em relacdo ao grupo que recebeu capsulas com CLA. Ainda no Tempo 2, os resultados
referentes a resistina (ng/mL) mostraram-se dependentes da forma de administracéo,
uma vez que o grupo cujo consumo de CLA se deu por meio de leite enriqguecido mostrou
teores maiores do que aquele que recebeu capsulas com o0 mesmo composto. Com
relagdo aos teores de insulina (ng/mL) e HOMA-IR, o grupo tratado com capsulas de CLA
apresentou reducao estatisticamente significativa em relacdo ao grupo placebo apéds 12

semanas.
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Tabela 22. Valores médios + desvio padrao dos teores de glicemia (mg/dL), triacilglicerol (mg/dL), colesterol total (mg/dL), LDL-colesterol

(mg/dL), HDL-colesterol (mg/dL), célcio sérico (mg/dL), fésforo inorganico (mg/dL), fosfatase alcalina (U/L), uréia (mg/dL), creatinina
(mg/dL), acido arico (mg/dL), TGP (U/L) e TGO (U/L) dos individuos nos Tempos 0, 1 (6 semanas) e 2 (12 semanas).

Indicador Tempo/Grupo
TO T1 T2
SP SE EP EE SP SE EP EE SP SE EP EE

(n=15) (n=19) (n=10) (n=9) (n=15) (n=19) (n=10) (n=9) (n=15) (n=19) (n=10) (n=9)
Glicemia 93,93+ 89,47+ 90,2 + 9511+ 98,13+ 9232+ 96,5 + 97,75+ 101,27+ 90,12+ 96,25 + 99,29 +

6,13° 6,65*° 13582  092° 6,712 7,6° 11,84%° 6,482 10,492 7,61° 8,35%° 6,52
(mg/dL) ’ ’
Triacilglicerol 132,67+ 12305+ 1239+ 117,78+ 12357+ 10589+ 1220+ 14575+ 11653+ 104,82+ 13438+ 12943+
(ma/dL) 82,40 43,19 42,0 36,12 69,51 46,56 32,66 58,69 46,77 39,19 60,54 66,55
Colesterol Total 179,47+ 1860+ 1919+ 198,11+ 18386+ 18947+ 1996+ 193,75+ 1870+ 18559+ 19163+ 190,43 +
(mg/dL) 33,35 30,28 20,78 26,02 34,44 26,79 27,79 32,01 32,59 27,33 19,62 23,99
LDL-Colesterol 104,71+ 107,41+ 1194+ 130,89+ 111,14+ 11489+ 1265+ 12263+ 11747+ 11275+ 120,17+ 116,29 +
(mg/dL) 22,96° 27,13° 24,153 28552 23,86°  2517%° 33867  2543%° 24293 24533 23733 10,013
HDL-Colesterol 48,21 + 54,0 + 47,7 + 4367+ 4807+ 5347+ 48,8 + 41,88 + 46,33 + 53,41 + 45,25 + 48,43 +
(mg/dL) 6,82° 15,992 7,57%° 9,18° 7,523 15,6220 7,872 11,833 8,340 17,862° 8,14° 17,4230
Célcio Sérico 9,33 + 9,37 + 9,34 + 9,38 + 9,28 + 9,30 + 9,35 + 9,41 £ 9,39 + 921+ 9,46 + 9,44 +
(mg/dL) 0,39 0,32 0,33 0,38 0,39 0,61 0,44 0,64 0,41 0,26 0,32 0,49
Fosforo 3,34 + 3,43+ 3,45 + 3,44 + 3,30 + 3,43+ 3,48 + 3,68 + 3,33+ 3,36 + 327+ 3,71+
Inorganico 0,54 0,54 0,42 0,52 0,44 0,62 0,32 0,63 0,51 0,73 0,36 0,69
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(mg/dL)

Fosfatase
Alcalina (U/L)

Uréia (mg/dL)

Creatinina
(mg/dL)
Acido Urico
(mg/dL)

TGP (U/L)

TGO (ULL)

68,6 + 68,47 = 71,1+ 66,11 66,14 + 69,47 = 68,0 + 63,25 + 66,27 =
15,7 15,7 14,6 16,56 14,85 15,09 16,39 20,45 15,63

29,33 32,44 + 34,2 + 33,56 30,56 32,0+ 34,1 + 33,38 + 30,15

6,53 5,82 8,48 5,34 9,64 7,13 5,11 4,21 9,62
1,00 + 0,92 + 0,95 + 1,02 + 1,0 £ 0,93 + 0,98 + 1,06 + 0,99 +
0,133° 0,133P 0,083° 0,113° 0,123° 0,16° 0,083° 0,102 0,13%°
5,57 + 5,57 + 5,25 + 6,46 + 5,47 + 5,98 + 5,43 + 6,41 + 5,59 +
0,942° 1,03° 1,1° 0,72° 0,49°° 1,3720 0,87° 0,782 1,322°

35,0 + 28,53 + 33,4 + 36,67+ 34,29+ 3505+ 4223+ 34,88+ 33,4 +
13,2430 11,672 13,62° 16,633 9,473P 26,14%° 17,712 14,233P 12,4930

26,0 + 22,95 + 23,7 + 24,0 + 25,36 + 2563+ 26,1+ 28,0 + 25,93 +
5,88 3P 5,793P 3,923P 6,753° 3,523P 16,323 6,75%° 10,58 %P 5312

73,0 =
13,84

30,38 +
10,45

0,91 +
0,153P

5,79 +
1,193

25,59 +
8,55 3P

22,06 +
577"

68,75
14,96

33,75
6,58

1,04 +
0,173°
6,0 +
1,452
36,13 +
13,013

26,13 +
5,84 3P

63,57
20,49

369,86 +
6,62

0,99 +
0,092°

5,83 +
0,922

28,57 +
10,953

27,71 +
10,313

Valores com letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (p < 0,05) ao teste de Mann-Whitney.
Grupo SP (Suplementado Placebo): consumo didrio de 3 capsulas de 6leo de cartamo;

Grupo SE (Suplementado Experimental): consumo diario de 3 capsulas de de acido linoléico conjugado (CLA Tonalin);
Grupo EP (Enriquecido Placebo): consumo diario de 500 mL de leite sem adigao de acido linoléico conjugado;

Grupo EE (Enriquecido Experimental): consumo diario de 500 mL de leite com adigdo de acido linoléico conjugado.
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Tabela 23. Valores médios * desvio padrao dos teores de hemoglobina (g/mL), hematécrito (%), neutréfilo (%), linfécito (%), mondcito (%),

eosindfilo (%) e basofilo (%) dos individuos nos Tempos 0, 1 (6 semanas) e 2 (12 semanas).

Indicador Tempo/Grupo
T0 T T2
SP SE EP EE SP SE EP EE SP SE EP EE

(n=15) (n=19) (n=10) (n=9) (n=15) (n=19) (n=10) (n=9) (n=15) (n=19) (n=10) (n=9)

Hemoglobina 16,5 + 15,97 + 16,0 = 16,1 = 16,29 + 15,74 + 15,65+ 1588+ 1584+ 15,72 + 1564+ 1571+

(/L) 0,8° 1,07° 093°  156*  0,88° 0,99° 1,00° 1,33*°  0,82° 0,89%°  097%°  1,692°

Hematdcrito (%) 47,1 % 46,46+ 46,88+ 4737+ 4754+ 46,75+ 46,82+ 47,11+ 4755+ 46,89+ 46,84+ 46,59+
2,0 2,73 2,05 4,57 2,49 2,61 2,38 3,64 2,44 2,88 3,05 4,63

Neutréfilo (%) 5386+ 551+ 5388+ 5515+ 57,26+ 5753+ 5529+ 5056+ 5441+ 57,06+ 563+ 60,82z
7,043° 6,88° 7,343 §53%  1001%®  815% 6,292 18673 7,062  7.86%° 8,60 9,123P

Linfécito (%) 31,37+ 31,92+ 3408+ 31,77+ 2914+ 2926+ 31,68+ 2954+ 2862+ 29,73+ 3236+ 288+
8,463° 5,642 74130 4443 10,07 6,94° 5,793 4533  1074%® g673® 7823  5p53°

Mondcito (%) 6,63 + 6,23 + 5,96 + 8,21 + 6,92 + 6,95 + 6,73 + 9,10 + 741+ 71+ 58+ 5,33 +
2,053° 1,63° 1,33%°  5543P 1,38° 1,512 1,213 5183 1,682 2,383 0823 0,892

Eosindfilo (%) 467 + 3,61+ 3,18 + 4,04 + 3,77+ 3,28 + 3,86 + 3,59 + 4,69 + 2,99 + 2,96 + 34+
261° 1,7530¢ 1 pgabc o g7abc 5 3qC 1,6430¢  1983Pc 10g3PC D472 1,343P¢  {gq3bc  p 1gabe

Basofilo (%) 0,96 + 0,96 + 0,82 + 0,72 + 0,91 + 0,82 + 0,59 + 1,28 + 1,16 + 0,94 0,55 + 0,81 +
0,462  055%°  0,36%° 0,23° 0,542 0513  0,20%° 1,012 0,73%° 10,423 0253  (3123°

Valores com letras diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa (p < 0,05) ao teste de Mann-Whitney.
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Grupo SP (Suplementado Placebo): consumo diario de 3 capsulas de 6leo de cartamo;
Grupo SE (Suplementado Experimental): consumo diario de 3 capsulas de de acido linoléico conjugado (CLA Tonalin);
Grupo EP (Enriquecido Placebo): consumo diario de 500 mL de leite sem adigao de 4cido linoléico conjugado;

Grupo EE (Enriquecido Experimental): consumo diario de 500 mL de leite com adig&o de acido linoléico conjugado;
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Tabela 24. Valores médios + desvio padrao dos indicadores peso (Kg), altura (cm), IMC (Kg/m?), CB (cm), CQ (cm), CA (cm), PCT (mm),

PCB (mm), PSE (mm), PSI (mm), somatéria de dobras cutaneas (mm), massa gorda (Kg) e massa magra (Kg) dos individuos nos Tempos

0, 1 (6 semanas) e 2 (12 semanas).

Indicador Tempo/Grupo
T0 T1 T2
SP SE EP EE SP SE EP EE SP SE EP EE
(n=15) (n=19) (n=10) (n=9) (n=15) (n=19) (n=10) (n=9) (n=15) (n=19) (n=10) (n=9)
Peso (Kg) 87,39+ 876+ 8397+ 8818+ 87,74 87,34+ 8395+ 88,08+ 8799+ 8743+ 8352+ 881t
8,67 12,8 6,76 8,35 +8,73 12,93 7,04 8,77 8,83 13,07 6,55 8,77
Altura (cm) 172,79+ 176,72+ 17229+ 17251+ 172,79+ 176,72+ 17229+ 17251+ 172,79+ 176,72+ 17229+ 172,51+
5,92 7,7 8,07 3,5 5,92 7,7 8,07 3,5 5,92 7,7 8,07 3,5
IMC (Kg/m?) 29,29+ 2791+ 2845+ 2968+ 294+ 2784+ 2845+ 2964+ 2948+ 2786+ 2830+ 2965+
2,66 2,42 3,49 3,23 2,66 2,58 3,66 3,32 2,65 2,61 3,5 3,33
CB (cm) 352+ 3373+ 3514+ 3456+ 3453+ 3385+ 3556+ 34,89+ 3491+ 3362+ 3521+ 34,7+
2,982 2,663° 1,323°  2162P 2,57° 2,623° 1,633 27530 o773 o pgpab 1,6%P 2,623P
CQ (cm) 1062+ 10525+ 103,69+ 104,95+ 106,1+ 10557+ 10547+ 10369+ 10529+ 10549+ 103,52+ 104,47+
5,54 6,19 4,65 5,39 4,87 6,81 4,91 5,39 5,06 7,51 4,51 5,49
CA (cm) 101,64+ 10056+ 97,75+ 10242+ 101,89+ 100,13+ 98,82+ 102,74+ 101,96+ 100,77+ 9959+ 102,98 +
10,02 10,03 7,25 9,43 8,94 9,34 9,19 9,78 8,51 9,89 8,10 9,62
PCT (mm) 19,32+ 21,06+ 2223+ 2289+ 1972+ 213+ 2143+ 2328+ 21,12+ 2404+ 252+ 2692+
6,3 4,78 4,81 6,15 5,31 5,28 4,28 4,02 572 6,9 3,96 5,95
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PCB (mm)

PSE (mm)

PSI (mm)

> Dobras
cutaneas

(mm)

Massa
Gorda (Kg)

Massa

Magra (Kg)

15,58 +
5,66 P

27,95
6,53

235+
5,343

86,35
18,9

23,21
4,92

64,12 +
5,70

15,29 +
5,55 3P

25,87
5,26

23,76 +
7,070

85,97
18,22

22,78
6,89

64,76 =
7,69

14,13 +
6,03°

28,2
9,13

27,0 +
7,040

91,55 =
22,68

21,28 =
4,69

62,67 +
3,28

14,89 +
4,183°

32,92 +
9,79

26,31
9,472

97,0 +
25,44

24,03 =
6,22

64,13 +
3,23

11,42 +
4,873

28,2
8,00

20,83 +
4,933°

80,17 =
16,94

23,15
4,6

64,55
5,88

11,72 +
4,253°

24,93 +
4,79

23,43 +
8,473

81,39 +
18,26

22,75
6,79

64,57 +
7,78

10,83 +
3,96°

25,93 +
6,07

25,98 +
57280

84,15
15,26

23,01 =
8,62

60,91 +
5,93

14,0 +
4,033°

31,69 +
10,78

23,75 +
8,61°

92,72 +
22,43

23,53 =
6,42

64,52 +
2,88

12,03 +
5,208P

28,27
7,81

21,93 +
6,54 2°

83,35 %
21,68

23,62 +
4,84

64,36 *
5,57

119,5 +
5,043

27,42 +
8,5

23,21 +
8,573

86,62
25,94

23,27 +
6,44

64,1 +
7,95

11,33 +
4,930

31,7 +
10,36

26,33 +
4,543

94,55 +
19,86

20,54 +
4,74

62,95
3,98

15,14 +
5,6P

37,06 +
13,27

26,61 +
9,192P

105,72 +
30,35

23,87
7,00

64,34 +
2,62

Valores com letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (p < 0,05) ao teste de Mann-Whitney.

Grupo SP (Suplementado Placebo): consumo diario de 3 céapsulas de 6leo de cartamo;

Grupo SE (Suplementado Experimental): consumo diario de 3 capsulas de de acido linoléico conjugado (CLA Tonalin);

Grupo EP (Enriquecido Placebo): consumo diario de 500 mL de leite sem adigao de acido linoléico conjugado;

Grupo EE (Enriquecido Experimental): consumo diario de 500 mL de leite com adigdo de acido linoléico conjugado.
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Tabela 25. Valores médios + desvio padrdo da concentracdo de adiponectina, grelina, leptina e resistina séricos (ng/mL), insulina

plasmatica (ng/mL) e HOMA-IR dos individuos nos Tempos 0, 1 (6 semanas) e 2 (12 semanas).

Indicador Tempo/Grupo
Tempo 0 Tempo 1 Tempo 2
SP SE EP EE SP SE EP EE SP SE EP EE
(n=15) (n=19) (n=10) (n=9) (n=15) (n=19) (n=10) (n=9) (n=15) (n=19) (n=10) (n=9)
Adiponectina 622504 + 464795+ 530060+ 467948+ 6387,67+ 6209,19+ 631583+ 5171,06+ 723557+ 649245+ 749818+ 535057 +
(ng/mL) 3864,62°° 1536,82%° 3340,82°° 2358,15%° 3219,84°  1824,.82° 3840,33%*° 158698° 2787,62% 2811,43%*° 4298,79%°  1259,05°°
Grelina 251,32+ 292,63+ 26444+ 303,82+ 273,84+ 306,98+ 29506+ 38662+ 331,15+ 306,54+ 266,89+ 328,53 +
(ng/mL) 88,24° 51,24°¢ 40,66 *°° 104,35°  119,26%P¢  72.86%°¢  114,5%P¢ 74,162  120,69%°°  94,05%P¢ 58,4 0¢ 101,04 20¢
Leptina 10,07 + 11,16 + 6,11 + 454 + 1,24 + 1,25 + 1,11+ 1,12+ 1,20 + 1,25 + 1,31+ 1,46 +
7,72° 12,06° 8,172 7,13° 0,22° 0,22° 0,09° 0,15° 0,1530¢ 0,16° 0,1130¢ 0,282
(ng/mL)
Resistina 1,06 + 1,01 + 0,91 + 0,74 + 1,12+ 0,92 + 0,77 + 1,02 + 0,67 + 0,70 + 0,72 + 0,97 +
(ng/mL) 0,672° 0,452° 0,322° 0,28° 0,44° 0,292 0,332 0,442 0,23° 0,22° 0,172° 0,302
Insulina 6,61 + 6,78 £ 7,49 + 12,52 + 7,59 + 7,25 + 7,27 £ 10,76 + 9,07 + 6,98 + 8,72+ 12,76 +
ab b b a b ab b ab a b a a
(ng/mL) 1,95 3,08 3,44 7,79 2,36 2,28 1,99 5,28 2,48 2,09 1,98 5,36
HOMA-IR 0,04 + 0,04 + 0,04 + 0,07 + 0,04 + 0,04 + 0,04 + 0,06 + 0,05 + 0,04 + 0,05 + 0,08 +
0,012° 0,02° 0,02° 0,05° 0,01° 0,012° 0,012° 0,03%° 0,02° 0,01° 0,012° 0,04°

Valores com letras diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa (p < 0,05) ao teste de Mann-Whitney.

Grupo SP (Suplementado Placebo): consumo didrio de 3 capsulas de 6leo de cartamo;
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Grupo SE (Suplementado Experimental): consumo diério de 3 capsulas de de acido linoléico conjugado (CLA Tonalin);
Grupo EP (Enriquecido Placebo): consumo diario de 500 mL de leite sem adigao de &cido linoléico conjugado;

Grupo EE (Enriquecido Experimental): consumo diario de 500 mL de leite com adigdo de acido linoléico conjugado.
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Resultados e Discussao

Os resultados obtidos na presente Pesquisa, tanto no ensaio clinico com
humanos quanto no ensaio biolégico com ratos, indicam que o CLA independente da
forma de administracdo, exerce um efeito significativo sobre os mecanismos metabdlicos
de glicose e insulina (humanos e ratos) e sobre o perfil de peptideos hormonais
relacionados com o tecido adiposo (ratos). Tais achados podem ser resultantes ou néo da
acdo do CLA sobre a expressdo génica das isoformas a e y de PPARs, acdo esta
identificada nessa Pesquisa. A comunidade cientifica tem demonstrado em animais e
humanos que o CLA influencia o metabolismo energético promovendo alteragdes
significativas no metabolismo dos lipides e glicose e também na composi¢do corporal. A
administracdo de CLA, sob as mais diversas maneiras e concentracoes, parece ser
responsavel pela melhora do perfil lipidico sanguineo, melhora da resisténcia a insulina e
reducéo da gordura corporal, por mecanismos distintos e de forma diferente em animais e
humanos.

Sabe-se que o CLA exerce importante papel no metabolismo lipidico,
especialmente no que diz respeito aos sistemas celulares de oxidagao que, alias, é o que
explica muitas das propriedades fisiolégicas desse acido graxo. Foi o trabalho de Belury
et al. (1997) um dos primeiros a demonstrar de forma mais clara o papel do CLA no
metabolismo lipidico. Ainda era obscuro o entendimento das rotas metabdlicas do CLA
nos organismo e como este influenciaria 0 metabolismo dos lipides dos varios tecidos de
forma a melhorar o perfil lipidico. A agdo do CLA sobre o metabolismo lipidico
caracterizada pela inibicdo do armazenamento de acidos graxos, 0s quais serao oxidados
para fornecer energia, associada a inibicao também da entrada de glicose nos adipécitos
pode levar a alteragdo no metabolismo da insulina e causar situagées de hiperinsulinemia.

A inibicdo do armazenamento de acidos graxos e glicose, especialmente pelo isbmero
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trans-10, cis-12, leva ao acumulo desses substratos na corrente sanguinea
caracterizando um estado de lipodistrofia (particularmente pelo acimulo de 4cidos graxos
nao esterificados), que por sua vez esta relacionado com a resisténcia a insulina local e
geral propiciando assim o desenvolvimento de diabetes lipoatrofica. Tal situacao ja foi
observada em camundongos (CLEMENT et al., 2002; TSUBOYAMA-KASAOKA et al.,
2000) e humanos (RISERUS et al., 2004; RISERUS et al., 2002a; SMEDMAN; VESSBY,
2001). Na verdade o inicio das pesquisas da influéncia do CLA sobre o metabolismo da
glicose e insulina foi caracterizado pela busca da melhora da resisténcia a insulina como
demonstraram Houseknech et al. (1998) em ratas Zucker suplementadas com 2 % de
mistura de isdbmeros de CLA por 2 semanas. Mas, esses resultados ndo foram
consensuais nos estudos subsequentes objetivando identificar o efeito do CLA sobre a
resisténcia a insulina, embora, alguns pesquisadores tenham encontrado alguns
resultados positivos, ou seja, a diminuicdo da tolerancia a glicose em ratos da linhagem
Zucker (NAGAO et al, 2003; TEACHEY et al, 2003) ou, entdo, resultados que
demonstram nenhuma influéncia, como os de Simén et al. (2006) e Hargrave et al. (2003)
com hamsters e camundongos, respectivamente. Os estudos de Ross et al. (2005) e Choi
et al. (2004a) deram contribuigcdes importantes para o entendimento desses resultados
dubios. Os autores demonstraram em ratos Sprague-Dawley e camundongos knockout
para Apo E, respectivamente, que o efeito do CLA sobre a resisténcia a insulina é isbmero
dependente, sendo o trans-10, cis-12 CLA responsavel pelo aumento da resisténcia a
insulina e o cis-9, trans-11 CLA responsavel pela reducao da resisténcia a insulina. Em
humanos ndo é muito claro o efeito do consumo de CLA sobre o0 metabolismo de glicose e
insulina. Com excecao do trabalho de Belury; Mahon; Banni (2003), que observaram
reducdo da glicose plasmatica em individuos portadores de diabetes tipo 2, a grande

maioria dos estudos revisados demonstraram aumento de glicose plasmatica, tendéncia
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para aumento da insulina plasmatica e reducéo da sensibilidade a insulina (MOLONEY et
al, 2004; RISERUS et al, 2004; RISERUS et al, 2002a; RISERUS et al, 2002b;
SMEDMAN; VESSBY, 2001). Os efeitos do CLA sobre o metabolismo de lipidios e glicose
sao responsaveis pelo efeito redutor de gordura corporal atribuido particularmente ao
isébmero trans-10, cis-12 do CLA. A capacidade do CLA de alterar de forma positiva a
composicao corporal, por meio da reducdo da massa gorda e aumento de massa magra
ja foi comprovada em muitos modelos experimentais, inclusive em humanos, desde o final
da década de 90. O primeiro trabalho a demonstrar tal propriedade do CLA foi o de Park
et al. (1997), que demonstraram em camundongos suplementados com 0,5 % de CLA
durante 28 e 32 dias reducédo de cerca de 60 % da gordura corporal, resultantes da
reducao da deposicdo de gordura, aumento da lipdlise nos adipdcitos e aumento da
oxidagao de acidos graxos tanto no musculo quanto no tecido adiposo. Pouco tempo
depois 0 mesmo grupo demonstrou que o isémero de CLA responsavel pela reducao da
gordura corporal € o trans-10, cis-12 (PARK et al., 1999). Quanto aos estudos com
humanos, Zambell et al. (2000) tentaram demonstrar o efeito de reducdo da gordura
corporal em mulheres saudaveis com indice de massa corporal normal, mas, seus
resultados nao foram significativos, ou seja, o consumo de 3 g/dia de CLA durante 64 dias
ndo alterou a composigcao corporal dos individuos. No mesmo ano Blankson et al. (2000)
e Berven et al. (2000) também demonstraram os efeitos do CLA sobre a composicao
corporal em individuos com sobrepeso ou obesidade sendo que, somente no estudo de
Blankson et al. (2000) houve reducdo da gordura corporal apdés 12 semanas de
suplementagdo com quantidades acima de 3,4 g de CLA/dia, no entanto, nenhum
mecanismo que explicasse o efeito redutor da gordura corporal foi discutido pelos autores.
As hip6teses metabdlicas para explicar a acao redutora de gordura corporal do CLA sao

muitas, mas as investigacbes tiveram seu inicio baseado no controle pelo CLA da
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expressao de genes que estivessem envolvidos na diferenciacdo dos pré-adipdcitos em
adipdcitos maduros, ou seja, a inibicdo da expressao desses genes resultaria na reducao
da lipogénese. Tal hipétese foi reforcada por Kang et al. (2003), Takahashi et al. (2002),
Choi et al. (2000) e Brodie et al. (1999), cujos trabalhos com culturas de pré-adipdcitos
3T3-L1 e adipécitos humanos demonstram que o CLA inibe a ativacdo de fatores de
transcricdo que controlam a expressao de genes codificantes das proteinas C/EBPa, SCD
e GLUT4, todas envolvidas no processo de diferenciacdo de células adiposas. Na
verdade os estudos apontam que a redugéo da gordura corporal induzida pelo CLA ocorre
ndo somente pela diminuicdo do numero de adip6citos mas também, ou até mesmo
somente, pela redugao do seu tamanho. Considerando que o tamanho da célula adiposa
esta diretamente relacionado com o contetdo de triacilglicer6is em seu interior, a reducao
deste lipide induzida pelo CLA resultaria consequentemente, na diminuigao do tamanho
da célula (BROWN; EVANS; MCINTOSH, 2001; SISK et al., 2001; AZAIN et al., 2000). E
importante discutir que 0 mecanismo de acao responsavel pela reducao de triacilglicerois
induzida pelo CLA ainda necessita de maiores esclarecimentos. A diminuigéo,
particularmente pelo isémero trans-10, cis-12 CLA, da sintese de enzimas envolvidas na
lipogénese como a lipase lipoprotéica, acetil CoA carboxilase e acido graxo sintase, as
quais sao responsaveis pela clivagem dos acidos graxos das lipoproteinas circulantes
para ressintese de triacilglicerol (LPL) e pela sintese de novo dos lipides biolégicos (ACC
e FAS) tem sido reportada por muitos pesquisadores (TSUBOYAMA-KASAOKA et al.,
2000; PARK et al., 1997). Por outro lado, como ja discutido anteriormente, 0 aumento da
B-oxidacao de acidos graxos induzida pelo CLA na mitocondria e no peroxissomo,
também poderia ser responsavel pela reducido da sintese de triacilgliceréis e, dessa

forma, contribuir para a nao deposi¢cao dos mesmos no adipdcito, reduzindo assim o seu
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tamanho (EVANS; BROWN; MCINTOSH, 2002; RAHMAN et al., 2001; MARTIN et al.,
2000). A descoberta do gene ob, que codifica a leptina, trouxe contribuicdes impares para
o entendimento dos mecanismos moleculares envolvidos no controle hipotalamico da
ingestao alimentar. A leptina € sintetizada no tecido adiposo e secretada no plasma em
proporcao direta ao tamanho do adipécito, ou seja, quanto maior é o adipécito maior
também é a concentracdo de leptina plasmatica. Neste sentido, é esperado que o efeito
redutor de gordura corporal do CLA tenha relagcdo com os niveis de leptina. De fato,
pesquisadores objetivando estudar essa relacdo demonstram que o consumo de CLA
reduz os niveis sanguineos de leptina em ratos OLETF (RAHMAN et al., 2001) e ratos
Sprague-Dawley (YAMASAKI et al., 2003). Nosso grupo de pesquisa tem demonstrado
nos ultimos anos que ratos Wistar saudaveis suplementados durante 3 ou 6 semanas com
2 % de misturas comerciais de CLA, contendo os isdbmeros trans-10, cis-12 e cis-9,
trans-11 em iguais proporgdes, apresentam reducao da gordura corporal total de cerca de
20 % em relagdo ao grupo controle. A concentracao sérica de leptina dos ratos
suplementados com CLA é menor quando comparada com o controle e, esta
correlacionada positivamente com a gordura corporal desses animais (BOTELHO;
SANTOS-ZAGO; OLIVEIRA, 2008).

Outras proteinas produzidas ndo somente pelo tecido adiposo, mas também
por outros tecidos sao estudadas como fatores essenciais no controle da adipogénese
como por exemplo a adiponectina, proteina sintetizada predominantemente por adipécitos
cujos niveis plasmaticos estao inversamente relacionados com a resisténcia a insulina,
inflamacao e dislipidemias (SANTOS, 2008; MAEDA et al., 2001; WEIGLE et al., 1995). O
peptideo hormonal resistina tem sido estudado quanto a sua acdo reguladora da
homeostase de insulina, fungdo hematopoiética e processos inflamatoérios, além de

apresentar importante associacdo com a massa de tecido adiposo subcutaneo,
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demonstrando ser um potente marcador de inflamagao sistémica na obesidade (WON et
al.,, 2009; DOSTALOVA et al., 2006). Desde o seu descobrimento, o peptideo gastrico
grelina tem sido estudado quanto sua agdo reguladora sobre a secrecao de insulina e
metabolismo de glicose, além das fungbes bioldgicas relacionadas com o controle do
apetite e fome (VOTRUBA et al., 2009). Quanto a insulina, pode-se dizer que a circulagao
plasmatica dessa é proporcional ao contetdo de tecido adiposo; € um horménio que
atravessa a barreira hematoencefélica e sinaliza o hipotdlamo a condi¢cdo de estoque de
tecido adiposo desencadeando o processo modulatério da ingestdao alimentar
(CARVALHEIRA, 2002).

A suplementagdo com mistura comercial de isdmeros de CLA nas condi¢oes
do presente protocolo experimental, ainda que ndo tenha promovido a reducido da massa

e do teor de gordura corporal, exerceu influéncia significativa sobre:

i. Metabolismo de glicose e insulina, observado nos humanos: embora estudos tenham
demonstrado que o CLA promove a resisténcia a insulina em humanos (INGELSSON;
RISERUS, 2008; THRUSH et al.,, 2007; MOLONEY et al., 2004; RISERUS et al., 2002a)
e adipdcitos de humanos (KENNEDY et al., 2010; CHUNG et al., 2005; BROWN et al.,
2003), no presente estudo os resultados demonstram que o CLA nao exerceu esse
efeito, além de ter ocasionado a reducdo (p < 0,05) das concentragdes de glicose,
insulina e de HOMA-IR nos voluntarios que receberam as capsulas de CLA em

comparagao com os que receberam placebo.

ii. Metabolismo de glicose e insulina, observado nos ratos: no experimento com ratos, 0s
resultados demonstram certa concordancia com os achados da comunidade cientifica,

ou seja, achados que sustentem a hipétese de que o CLA propicie uma situagao de
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resisténcia a insulina; a concentracao de insulina e os valores de HOMA-IR nos animais
que receberam CLA na forma de dieta enriquecida foram maiores (p < 0,05) quando
comparado com o grupo placebo. O CLA pode levar a resisténcia a insulina por meio da
ativacao de processos inflamatérios (AHN et al., 2006; SHI et al., 2006; UEKI; KONDO;
KAHN, 2004) e regulacao negativa da expressao de genes envolvidos na sinalizacdo da
insulina e internalizagcao da glicose (CHUNG et al., 2005; BROWN et al., 2004; KANG et
al., 2003). Outra via que pode explicar a acao de resisténcia a insulina do CLA é a
reducdo de adiponectina, também ocasionada pelo CLA, como observada em
camundongos (POIRIER et al., 2006). Embora o presente estudo néo tenha subsidios
para chegar a uma conclusdo sobre o possivel mecanismo de acao que explique o
quadro de resisténcia a insulina observado nos ratos, acredita-se que tal mecanismo
esteja relacionado com a acdo do CLA sobre a regulacdo de processos de inflamacao
e/ou expressdo de genes envolvidos na sinalizacdo de insulina e internalizagdo da
glicose. Descarta-se, nesse momento, a hipétese da via adiponectina, pois a
concentragao desse hormdnio foi significativamente maior (p < 0,05) nos ratos que

receberam CLA, como sera discutido a seguir.

.Concentracdes dos peptideos hormonais relacionados com a adipogénese, observadas

nos ratos: os ratos que receberam capsulas de CLA apresentaram concentracdes de
grelina e adiponectina significativamente maiores (p < 0,05) e concentracdes de leptina
significativamente menores (p < 0,05) em comparacdo com o grupo placebo. O perfil
adipogénico pode estar diretamente relacionado com a expressao génica de proteinas
produzidas pelo tecido adiposo e outros tecidos e que estdo muitas vezes sobre o

controle transcricional das isoformas a e y dos receptores ativados por proliferadores de
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peroxissoma: PPAR a e PPAR vy, especialmente o gene da adiponectina que é alvo de
PPAR y. No presente ensaio com ratos observou-se aumento significativo (p < 0,05) da
expressao génica de PPAR y tanto no tecido adiposo quanto no tecido hepatico o que
pode estar relacionado com os valores aumentados de adiponectina nos animais ja que
o mesmo € alvo de PPAR vy, ainda que a literatura cientifica relate que o CLA tenha
efeito de redugédo de PPAR y e adiponectina em roedores. O fato de n&o ter havido
reducao significativa (p > 0,05) de gordura corporal pode ser atribuido aos resultados
supracitados ja que proteinas envolvidas no processo de diferenciacdo de adipocitos

estao sob o controle transcricional de PPAR y, como se discute a seguir.

iv. Expressdo génica de PPAR a, PPAR y, CPT e FAS, observado nos ratos: a
identificagdo dos PPARs foi determinante para o entendimento dos mecanismos
moleculares responsaveis pelos efeitos do CLA, os quais parecem estar todos
relacionados com a ativacdo ou inibicdo direta ou indiretamente das diferentes
isoformas de PPAR e, consequentemente, com a modulagdo da expressao dos genes
controlados pelas mesmas. Os efeitos do CLA sobre o metabolismo de lipides e glicose
e sobre a composicao corporal tem sido muito explicados pela modulagcdo da expressao
génica exercida por esse acido graxo conjugado mediada pela ativagao ou inibicao de
PPARs, em especial o PPAR y. A ativagao de PPAR vy, pelo CLA, particularmente pelo
isbmero frans-10, cis-12 tem sido demonstrada em cultura de adipécitos 3T3-L1 de
roedores, como mecanismo responsavel pela redugdo da composicao corporal (EVANS
et al., 2001; CHOI et al., 2000) . E importante ressaltar que segundo Evans et al. (2001)
a ativacdo de PPAR y, pelo frans-10, cis-12 CLA modularia o efeito redutor da gordura

corporal em curto prazo (48h), visto que os autores observaram inibicdo de PPAR v»
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quando o tempo de contato com o CLA aumentou (6 dias). Na verdade, a maioria dos
estudos objetivando buscar os alvos moleculares da agao redutora da gordura corporal
pelo CLA em adipécitos, reine dados que permitem concluir que a inibicao de PPAR v,
particularmente pelo trans-10, cis-12 CLA, levaria a reducdo da gordura corporal por
meio da modulagdo da expressao génica no sentido de inibir a diferenciacao celular e
alterar a atividade de proteinas envolvidas na lipogénese e lipdlise (KANG et al., 2003;
EVANS et al., 2001). E importante a ressalva de que nos estudos citados anteriormente
o tempo de exposicdo dos adipdcitos aos isébmeros de CLA até os efeitos serem
observados foi superior a 5 dias, confirmando que em longo prazo, segundo Evans;
Brown; Mcintosh (2002), o efeito do trans-10, cis-12 CLA é de fato inibir PPAR y. Um
dado interessante é relatado no trabalho de Brown et al. (2003), o qual descreve que
quando as células adiposas 3T3-L1 foram expostas ao isbmero cis-9, trans-11, houve
aumento de PPAR y e, consequentemente das proteinas codificadas pelos genes que
estdo sob seu controle transcricional, promovendo a adipogénese. Tal achado traz
contribuicoes impares a respeito da suplementacdo com misturas de isbmeros de CLA.
Ao considerar que o isémero cis-9, trans-11 aumenta PPAR vy, esse pode atuar como
antagonista da agdo do isbmero trans-10, cis-12. Frente aos diferentes resultados
encontrados na literatura sobre a ativacao e/ou inibicdo dos PPARs pelo CLA, pode-se
especular que as agbes antagonistas dos dois isbmeros predominantes de CLA podem
explicar os resultados cuja redugao da gordura corporal nao foi observada. Quando se
discute a influéncia do CLA sobre as distintas isoformas de PPAR é importante
entender se efeitos induzidos pelo CLA sobre a expressao dos genes que estao sob o
controle transcricional de qualquer PPAR séo decorrentes do aumento ou reducdo da

expressao de um determinado PPAR ou pela acdo agonista ou antagonista que o CLA
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exerce sobre a atividade de ligacdo do PPAR ao DNA. Entretanto, o que se observa é
que os trabalhos ora in vitro ora in vivo trazem protocolos experimentais diferentes uns
dos outros, os quais resultam em respostas diversas, tornando o entendimento do
processo um tanto quanto complicado. Nesse contexto, vale comentar o trabalho de
Benjamin et al. (2005) que avaliaram ex vivo a capacidade de ligagédo do cis-9, trans-11
e trans-10, cis-12 CLA as diferentes isoformas de PPAR e, posteriormente
desenvolveram um sistema para avaliar o potencial de ativagcao, pelos isémeros de
CLA, de genes controlados por PPAR em roedores. Os resultados de Benjamin et al.
(2005) contribuiram bastante para a compreensao da capacidade que o CLA tem em se
ligar aos diferentes tipos de PPAR, no entanto, contradiz resultados de muitos estudos
in vivo, além de trazer novas informagbes para incrementar 0 quadro sobre o potencial
de ativacao, pelo CLA, dos PPARs em humanos. No presente estudo, especula-se que
0 aumento da expressao génica das isoformas a e y de PPARs ndo necessariamente
exerceu efeito de ativacdo e/ou inibicdo da expressao de genes que estdo sob o
controle transcricional desses receptores nucleares e que estdo envolvidos no processo
de lipdlise e lipogénese, como € o caso das enzimas CPT e FAS, respectivamente,
cujas expressoes estdo reduzidas tanto no tecido adiposo quanto no tecido hepético.
Os achados na literatura sdo dubios no que diz respeito a influéncia do CLA sobre o
processo de lipdlise de forma que muitos autores relatam aumento de lipdlise em
células 3T3-L1 e camundongos (LAROSA et al., 2006; MOON et al., 2006; EVANS et
al., 2002; PARK et al., 1997) e muitos em camundongos e hamsters relatam que o CLA
nao exerce influéncia sobre a lipdlise (LASA et al., 2008; SIMON et al., 2005; XU et al.,
2003). O CLA é muito estudado pela sua agao antilipogénica mediada pela inibigdo de

PPAR y. Dessa forma, muitas proteinas envolvidas na lipogénese estao reduzidas apés
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suplementagédo com CLA (LAROSA et al., 2006; BROWN et al., 2004; BROWN et al.,
2003; EVANS et al., 2002), como acontece com a FAS, e como, de fato, ocorreu no
presente ensaio com ratos. No entanto, tal reducdao da expressao de FAS observada
parece ndo ter acontecido via PPAR vy, visto que a expressao desse receptor nuclear
aumentou apds o consumo de CLA, demonstrando outra possibilidade de controle de
FAS independente de PPAR. O fato da reducdo de expressdo de FAS ter sido
observada permitiria a conclusdo de que houve efeito inibitério sobre a lipogénese, no
entanto, ndo foi possivel observar tal efeito nos animais a partir dos indicadores que
fazem parte do protocolo experimental do presente estudo. E indubitavel que o CLA
exerce influéncia sobre os processos de lipdlise e lipogénese; é imaturo dizer que um
mecanismo de agao pelo qual isso acontece ja foi identificado; sdo muitas hipoteses
sem conclusdes precisas. O empenho da comunidade cientifica em estabelecer um
consenso sobre o assunto é constante e exaustivo e os presentes resultados
constituem mais uma contribuicdo cientifica significativa para tracar o caminho para

€sse consenso.

Para compreender o papel dos elementos envolvidos no controle de peso e
prevengao/controle de doencgas cronicas associadas, a comunidade cientifica utiliza-se na
grande maioria das vezes de modelos experimentais. Em roedores a identificacdo desses
efeitos parece ser mais consistente. Ha algum tempo as pesquisas com esse intuito em
seres humanos vém ganhando for¢ca no sentido de fornecer resultados mais precisos.
Vale ressaltar que por mais que o modelo experimental e as condicées do ensaio sejam
muito semelhantes entre os diversos protocolos de pesquisa da area em questdo, os

resultados ainda sdo muito divergentes, o que impossibilita um consenso a respeito da
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acao do CLA sobre o metabolismo do modelo experimental estudado. Ainda que os
estudos sejam feitos com seres humanos, os resultados sdo muito conflitantes entre os
diversos grupos de pesquisa. Até o presente momento, observa-se certa dificuldade por
parte da comunidade cientifica em comprovar o efeito redutor da gordura corporal
exercido pelo CLA em humanos haja vista a grande divergéncia dos resultados obtidos
nos ensaios clinicos. Tais divergéncias provavelmente existem devido as diferencas entre
os individuos incluidos nas pesquisas que certamente respondem de forma diferente a
suplementagdo com CLA. A populagdo dos estudos é muito heterogénea e inclui
individuos de ambos 0s sexos, hormais ou nao quanto ao seu indice de massa corporal €,
saudaveis ou portadores de alteracbes do metabolismo de lipidios e/ou glicose. Além
disso, ha que se considerar também, mesmo em uma populacdo homogénea, a
individualidade bioquimica resultante das diferengas genéticas existentes entre os
individuos.

Neste sentido, o0 desenho experimental com humanos utilizado nesta
Pesquisa, buscou uma populacdo de individuos do sexo masculino, por sofrer menor
interferéncia hormonal em relagédo ao sexo feminino, com idade entre 25 e 55 anos, ou
seja, adultos, com IMC entre 25 e 35 kg/m?, caracterizados com sobrepeso e obesidade
grau |, isenta de alteracdes metabdlicas lipidicas e glicidicas e sedentarios. Enfim, todos

estes critérios foram adotados a fim de minimizar as variagdes inter-individuais.
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4.4 Avaliacao da Aceitacao e Intencao de Compra das Amostras de Leites Semi-

desnatados com e sem Adicao de CLA

Os resultados referentes ao teste de aceitacdo das amostras de leite semi-
desnatados com e sem adicdo de CLA podem ser visualizados na Tabela 26. N&o foi
verificada diferenca significativa (p > 0,05) entre as amostras para os atributos aparéncia,
aroma, sabor e impressao global. A andlise do histograma para atitude de compra sugere
maior intencdo de compra para a amostra com adicdo de CLA, uma vez que 80 % das
respostas encontram-se na regido compreendida entre as opgoes “provavelmente

compraria” e “certamente compraria” (Figura 14).

Tabela 26. Valores médios * desvio-padrdo (n = 55) de aceitagao dos leites semi-desnatados com

e sem a adicao de CLA.

Amostra Aparéncia Aroma Sabor Impresséao global
Leite com a adigcao
6,64 + 1,63 5,72+ 1,99 6,37 + 1,64 6,26 + 1,73
de CLA
Leite sem a adigao
6,60 + 1,84 6,18 + 1,89 6,55 +1,78 6,66 + 1,75

de CLA

Médias expressas em escala de 9 cm.
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Figura 14. Histograma de intencdo de compra dos leites semi-desnatados com e sem a adigédo de

CLA.

N

Os efeitos benéficos a saude proporcionados pelo CLA despertaram o
interesse dos pesquisadores para o consumo de gordura proveniente de carnes e de
produtos lacteos, o que fez com que a industria alimenticia passasse a enxergar estes
alimentos como um importante seguimento a ser explorado (STANTON et al., 1997). Os
estudos que buscam o aumento do conteldo de CLA em leite e derivados, o fazem

partindo da premissa de que estes alimentos poderiam ter, ndo somente a alegacao de
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propriedades funcionais e/ou de saude, mas também teriam suas caracteristicas
sensoriais influenciadas de forma positiva, especialmente em queijos e manteiga, que
parecem ter uma textura mais macia e cremosa, respectivamente, quando estes sdo
elaborados a partir de leite que teve seu perfil de acidos graxos modificado. Estas
modificacdes sao decorrentes da diminuicdo do conteudo de acido graxos saturados e
concomitante aumento de acidos graxos insaturados na gordura do leite, resultando em
uma proporgéo satisfatoria de acidos graxos monoinsaturados e poliinsaturados (JONES

et al., 2005; RYHANEN et al., 2005).

Com o objetivo de avaliar a producao de queijo Edam e manteiga a partir de
leite com alto contetdo de CLA, Ryhanen et al. (2005), suplementaram a dieta de vacas
Finnish Ayrshire com 6leo de canola na concentracdo de 50 g/kg de concentrado,
oferecido quatro vezes ao dia, totalizando 10 kg. Apdés 6 semanas de suplementacao,
houve um aumento de 2,4 vezes da concentracao de cis-9, trans-11 CLA na gordura do
leite e modificacbes no perfil de &acidos graxos caracterizadas por aumento da
concentragdo de acidos graxos monoinsaturados, poliinsaturados e &cidos graxos trans.
De acordo com os resultados obtidos, as caracteristicas sensoriais do queijo Edam e da
manteiga foram similares aquelas observadas nos produtos controle. A textura do queijo
Edam, embora tenha necessitado de um tempo maior de maturagéo, foi mais macia e a
manteiga teve boa aceitacao devido a sua maior cremosidade. As hipoteses pelas quais
0s autores explicam estes resultados sdo, ndo somente o aumento da concentragcao de
acidos graxos insaturados, mas também a estereoespecificidade dos &cidos graxos nos
triacilglicerdis, particularmente na manteiga. Resultados similares foram encontrados por
Jones et al. (2005), quando vacas British Friesian foram suplementadas durante sete dias
com uma mistura de 6leo de peixe e 6leo de girassol. Ao final da experimentacao, a
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concentracé@o de cis-9, trans-11 CLA aumentou em 9 vezes em comparagao ao controle.
Os autores avaliaram as caracteristicas de textura de queijo Caerphilly elaborado a partir
do leite enriquecido com CLA, o qual se apresentou menos firme e esfarelento e
consequentemente mais macio em relacdo ao controle. Quanto a manteiga, também
elaborada a partir do leite enriquecido, esta apresentou maior velocidade de derretimento,
embora tenha apresentado maior recobrimento. Vale ressaltar que estas diferengas nao

foram detectadas pelos provadores nos testes sensoriais.

Embora a alteracdo no perfil de acidos graxos do leite enriquecido com CLA
no sentido de aumentar as concentracoes de acidos graxos insaturados seja benéfica
para as caracteristicas sensoriais dos produtos derivados, estes acidos graxos sao mais
suscetiveis a oxidacdo e, portanto poderia resultar em menor estabilidade e
consequentemente menor vida de prateleira. No entanto, estudos, incluindo os citados
acima, cujos testes objetivaram avaliar a estabilidade dos produtos durante o
armazenamento, demonstraram que estes apresentam boas caracteristicas de
estocagem, ou seja, ndo apresentam nenhuma alteracao significativa no que diz respeito
nao somente a oxidacao, mas também a lipdlise (JONES et al., 2005; LYNCH et al., 2005;

RYHANEN et al., 2005).

Diferentemente dos estudos mencionados acima, Campbell, Drake e Larickt,
(2003), enrigueceram leite com CLA (36,9 % de cis-9, trans-11 CLA e 36,7 % de trans-10,
cis-12 CLA) nao por meio da modificacao dietética dos animais, mas sim pela adicao e
homogeneizacdo do composto em leite desnatado, para constituir um leite semi-
desnatado (2 % de gordura) que posteriormente foi submetido a pasteurizacdo HTST
(77,2 °C/16 segundos). Quanto aos resultados, os autores encontraram redugao

significativa do isdmero cis-9, trans-11 CLA imediatamente apds a pasteurizagdo, o que
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ndo aconteceu com o isémero trans-10, cis-12 CLA. Um dos objetivos deste estudo foi
avaliar a eficiéncia de antioxidantes no leite enriquecido com CLA. No entanto, os autores
nao encontraram efeito significativo da adicdo dos antioxidantes vitamina E e extrato de
alecrim sobre a estabilidade oxidativa destes isémeros, demonstrando que o CLA é
estavel do ponto de vista oxidativo, embora suas duplas ligagbes conjugadas o tornem
mais susceptivel a oxidacao (YANG et al, 2000). Em relacdo a coloracdo do leite
enriquecido com CLA, este se apresentou menos branco em decorréncia da maior
concentragdo de acidos graxos insaturados quando comparado ao controle. O leite
enriquecido com CLA apresentou sabor gramineo em relagdo ao controle. E importante
ressaltar que, segundo os autores, este sabor é originario da adigcao do éleo rico em CLA
no leite e nao resultante de processos oxidativos. No que diz respeito a aceitabilidade, os
provadores atribuiram menores notas para o leite enriquecido com CLA, devido a menor
percepcao de frescor que, associada ao sabor gramineo, contribuiu de forma negativa
para o sabor global do produto. Quando empregados testes afetivos e descritivos,
diferencas significativas foram encontradas quanto a viscosidade, embora 0 mesmo nao
tenha sido verificado nos testes fisico-quimicos. Resultados semelhantes foram
encontrados quando micro capsulas de CLA preparadas a partir de concentrado protéico
de soro de leite foram adicionadas na propor¢édo de 100, 200 e 300 mg/100 g de leite em
pé integral. Este produto foi reconstituido e avaliado por meio de teste sensorial utilizando
escala hedbnica de 9 pontos. Os resultados indicam que apenas o leite controle (sem
adicao de CLA) apresentou médias estatisticamente superiores aos demais produtos,
sendo que o leite com 300 mg de CLA/100 g de amostra foi o que recebeu as menores
médias (JIMENEZ; GARCIA; BERISTAIN, 2008). Os resultados encontrados por este
Grupo de Pesquisa diferem destes apresentados até o momento. Nao foi observada

diferenca estatisticamente significante (p > 0,05) entre os leites semi-desnatados com e
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sem adicao de CLA nos testes de avaliacao sensorial, para os atributos aparéncia, aroma,
sabor e impressdo global. Estes resultados podem ser explicados pela presenga do
aromatizante de baunilha adicionado ao leite semi-desnatado que contém CLA. Sabe-se
que a adicdo de aromatizantes mascara possiveis alteracbes e aumentam a
aceitabilidade do produto, conforme foi observado por Campbell; Drake; Larick (2003),
quando estes utilizaram aroma de chocolate em leite fluido com CLA. Com o objetivo de
avaliar o comportamento dos acidos graxos durante o processamento e armazenamento
de cinco produtos lacteos (leite fluido, leite fermentado, iogurte, queijo fresco € uma
mistura de suco e leite na proporgao de 20:80 v/v) enriquecidos com CLA comercialmente
disponiveis no mercado espanhol, Rodriguez-Alcala; Fonseca (2007) utilizaram
cromatografia gasosa e HPLC. Verificou-se que existe uma variacéo no contetido de CLA
entre 50 a 75 %, decorrente do teor lipidico naturalmente presente nestes alimentos. Nao
houve alteragdo estatisticamente significante (p > 0,05) no conteddo dos principais
isbmeros cis-9, trans-11 e trans-10, cis-12 CLA, apds o processamento e armazenamento
por 10 semanas. Apenas o queijo fresco apresentou redugao do conteldo total de CLA
apdés o periodo de armazenamento refrigerado. Acredita-se que este fato deva-se ao
aumento do desenvolvimento da microbiota do produto. Vale ressaltar que a mistura de
isbmeros de CLA e a quantidade adicionada ao leite (0,6 %) utilizada para enriquecimento
destes produtos, é a mesma utilizada para o desenvolvimento do leite semi-desnatado
com adicdo de CLA empregado neste Projeto (CLA Tonalind TG80), fornecido por

doacao pela Cognis Brasil Ltda.
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5 CONCLUSOES
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De acordo com os resultados encontrados neste trabalho, podemos concluir

que:

= A suplementagdo com acido linoléico conjugado ndo interferiu no consumo de dieta,

ganho de peso e eficiéncia alimentar dos ratos entre os grupos estudados;

» N&o houve diferenca de peso de figado, coracéo e rins entre 0s grupos que receberam

controle e CLA em nenhum dos periodos experimentais;

» O consumo de CLA seja por meio de entubacéo orogastrica ou dieta enriquecida, nao
alterou os valores de triacilglicerol (mg/dL) e colesterol total (mg/dL) séricos apés 4 e 8

semanas de ensaio biolégico;

= Os teores de HDL-colesterol (mg/dL) dos animais aumentaram em 56 % apés 4

semanas de suplementagdo com acido linoléico conjugado;

= Os valores de glicemia e insulina plasmaticas (mg/dL) dos ratos reduziram em 23,7 % e
10,43 % apo6s 4 semanas e em 18 % e 32 % apds 8 semanas, respectivamente, nos
grupos que receberam CLA por meio de entubacdo orogastrica, em comparagdo ao

consumo deste composto por meio de dieta;

= O consumo de CLA seja por meio de entubagao orogastrica ou dieta enriquecida nao

alterou a carga maxima (N), o conteudo de Ca (%) e P (%) dos ratos;

= A densidade 6ssea (g/cm®) dos animais variou conforme a forma de administracdo, uma
vez que o grupo cujo consumo de CLA foi advindo da dieta apresentou incremento de
17 % em comparagdo ao grupo que consumiu O composto por meio entubagao

orogéstrica apds 4 semanas, mas nao diferiram entre si apds 8 semanas;
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= Com relagdo a composicao corporal, seja no ensaio biolégico ou no ensaio clinico, o
consumo de acido linoléico conjugado, seja na forma de suplementagdo ou por meio da
dieta/leite enriquecido, nao apresentou resultados favoraveis, os quais sao compativeis

aos resultados de perfil hormonal e expressao génica;

= Houve reducéo (p < 0,05) das concentragdes de glicose e insulina plasmaticas (mg/dL)
e dos valores de HOMA-IR nos voluntarios que receberam as capsulas de CLA em

comparacao com 0s que receberam placebo;

= Os resultados a respeito do perfil bioquimico assim como do hemograma nao
apresentaram alteracbes que pudessem assegurar o0 consumo de &cido linoléico

conjugado de maneira positiva, independentemente da forma de administracao;

» O leite semi-desnatado com e sem adicdo de CLA nao diferiram sensorialmente
segundo os atributos aparéncia, aroma, sabor e impressdo global, sugerindo boa
aceitagédo deste produto. Este resultado foi confirmado pela positiva intengdo de compra

demonstrada pelos provadores;

Considerando os resultados obtidos na presente pesquisa, é possivel concluir
de maneira geral que o consumo de acido linoléico conjugado nao apresentou efeito
sobre a composicao corporal e sobre os teores de triacilglicerol e colesterol total séricos,
mas atuou positivamente sobre os valores de glicemia e insulina plasmaticas nos ensaios

biolégico e clinico.
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® www fem unicamp br/pesquisa/etica/index.html

CEP, 25/09/06.
(Grupo III)

PARECER PROJETO: N° 493/2006 (Este n° deve ser citado nas correspondéncias referente a
este projeto)
CAAE: 0382.0.146.000-06

I-IDENTIFICACAO:

PROJETO: “A SUPLEMENTACAO EM CAPSULA E O CONSUMO DE LEITE
ENRIQUECIDO COM ACIDO LINOLEICO CONJUGADO: EFEITO SOBRE PERFIL
LIPIDICO, COMPOSICAO CORPORAL, AUTOXIDACAO LIPIDICA E
RESISTENCIA A INSULINA EM HUMANOS”.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Lilia Zago Ferreira dos Santos

INSTITUICAQ: Departamento de Alimentos e Nutrigio da Faculdade de Engenharia de
Alimentos da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP)

APRESENTACAO AO CEP: 14/09/2006

il - OBJETIVOS

Objetivo Geral: Comparar o efeito da suplementagdo com &cido linoléico conjugado
(CLA) e do consumo de leite enriquecido com acido linoléico conjugado sobre o perfil lipidico,
composigdo corporal, autoxidacfio lipidica e resisténcia 4 insulina em humanos por meio de
ensaio clinico.

Objetivos especificos: determinar o perfil de 4cidos graxos do suplemento de CLA e do
leite enriquecido com CLA a fim de obter a concentragdo dos isdmeros predominantes t10,¢12 ¢
c9,t11;Avaliar a aceitagiio e a intengfo de compra do leite enriquecido e com CLA; Avaliar a
estabilidade oxidativa do leite enriquecido com CLA; Avaliar e monitorar a ingestdo dietética;
Determinar o perfil bioquimico ¢ hemograma completo; Determinar a composi¢do corporal;
Determinar o perfil hormonal; Determinar hidroperéxidos e malondialdéico; Determinar a
concerntragdo 8-isso-PGF-isoporstana; Determinar glutationa total e as atividades das enzimas
glutationa peroxidase, glutationa redutase, glutationa-S-transferase, superroxido dismutase ¢
catalase; Determinar LDL oxidada; Determinar glicose e resisténcia a insulina.

il - SUMARIO

Estudo de coorte prospectiva uni-cego.O uso de Acido Linoléico Conjugado ndio esta na
lista de alegagGes de propriedade funcional e/ou a satide aprovados pela Agéncia Nacional de
Vigildncia Sanitaria (ANVISA) e esta em fase de pesquisa para a aprovagio. Serdo utilizados os
suplementos, que sdo uma mistura comercial de CLA Tonalin e 6leo de cartamo, provinientes da
Cognis Brasil Ltda e o Leite enriquecido: leite desnatado enriquecido com 0,6% da mistura
comercila da CLA para obter um leite semi-desnatado com 1,1% de gordura, caracterizado
como leite UHT semi desnatado enriquecido com CLA
O leite enriquecido seré produzido e fornecido através da parceria entre o Grupo de Pesquisa e 0

Comité de Kticn em Pesquisa - UNICAMP

Rua: Tessilia Yieira de Camargo, 126 FONE (119) 3788-8936
Claixa Postal 6111 FAN (019) 3788-7187
13084-971 Campinas — 5P cep@fom. unicamp. by

I
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Grupo Avipa-Elegé Alimentos. Serd feita uma pesquisa de intengiio de compra do leite
enriquecido. Os participantes terfo que assinar antes o TCLE. Sera feita uma avaliagio da
estabilidade de oxidativa do leite enriquecido, por meio do indice de peroxido segundo AOC e
melandialdéico.

A populagio sera de 20 homens classificados como sobrepeso segundo o indice de massa
corporal, que sejam sedentarios ou praticantes de atividades fisica. O recrutamento sera feito
através de folhetos espalhados em locais publicos, contendo informagdes sobre os critérios de
inclusfo para o estudo.

Critérios de Inclusdo: idade entre 35-55 anos, IMC 25-30kg/m2, perfil bioquimico, hemograma‘

normal, limite de pressio arterial:140x90mmHg, sorologia negativa para hepatite e HIV,
auséncia de historia de doenca pancredtica e esteatorréia, sem uso de medicagdo continua €
suplemento nutricional. Orgamento est4 descrito, com recursos provenientes da Fundagdo de
Amparo 4 Pesquisa do Estado de S&o Paulo.

Critérios de exclusiio: doencas cardiovasculares, resisténcia & insulina e/ou diabetes, neoplasias,
distarbios neuroldgicos, intolerancia a lactose, alergia a proteina do leite de vaca, alteragdo do
peso corporal de 3 kg nos ltimos trés meses, uso de medicamentos com o objetivo de perda de
peso, uso de suplemento nutricional com o objetivo de ganho muscular ou perda de gordura
corporal, antecedente de consumo de alcool e narcéticos e fumantes.

Critério para suspensfo da pesquisa: sera suspensa por tempo indeterminado se houver surto de
problemas gastrintestinais (diarréia, vomito e dores abdominais) entre os participantes.

O leite serd oferecido em quantidades iguais em 3 copos descartavel e codificado, em
cabines privativas e individuais. Serdio aplicados questiondrios, antes e durante a intervengio,
para avaliagio quantitativa e qualitativa do consumo alimentar dos sujeites. Sera coletado
sangue, por 4 vezes, para determinar o perfil bioquimico sanguineo e hemograma, que sera
coletado e avaliado pelo Servico Laboratorio de Hematologia do Hemocentro e do Laboratorio
de Patologia Clinica do HC. Ser4 aplicado um protocolo de antropometria.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

0 estudo esta bem fundamentado. O uso do CLA nio estd aprovado pela Anvisa até o
momento, mas é aprovado o uso em outros paises, Ha uma carta de compromisso do Grupo
Avipal-Elegé-Ltda, que ird fornecer o leite. Seré feita uma pesquisa de intengo de compra do
leite enriquecido. Ha dois TCLE, um para avaliagdo sensorial do leite ¢ outra para a interveng#o.
Ambos estdio adequados. O orgamento esta descrito e sera proveniente da Fundagfio de Apoio a
Pesquisa do Estado de S#o Paulo.

V- PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apos
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso €
atendendo todos os dispositivos das Resolugbes 196/96 e complementares, resolve aprovar sem
restrigdes o Protocolo de Pesquisa, bem como ter aprovado o Termo do Consentimento Livre e
Esclarecido, assim como todos os anexos incluidos na Pesquisa supracitada.

m Pesquisa - UNICAMP

Rua: e ra de Camargo, 126 FONL {(119) 3788-8936
‘aixa Postal 6111 FAX (019) 3788-7187
13084-971 Campinas - SP ceprgfom.unicamp. by
o
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O contetido e as conclusdes aqui apresentados sio de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e nio representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometemn.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagio alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Ttem IV.1.f) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item IV.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apds analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item IIL.1.z), exceto quando perceber risco ou dano nao previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificagéio ao CEP e & Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA -
junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente 8 ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envid-las também & mesma junto com o parecer aprovatorio do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item I11.2.¢)

Relat6rios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugio CNS-MS 196/96.

VII - DATA DA REUNIAO
Homologado na IX Reunido Ordinaria do CEP/FCM, em 26 de setembro de 2006.
Profa. Dra. Carsien Silvia Bertuzzo

PRESIDENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
FCM / UNICAMP
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para a Intervencao

Propdsito da Pesquisa: levando em consideragdo o conceito de alimentos funcionais, que
relaciona a dieta com o processo saude-doenga, esta pesquisa tem o objetivo de avaliar as
propriedades benéficas para a saude, como a redug¢do da composi¢cao corporal, do consumo de
acido linoléico conjugado (CLA) por meio de capsulas e leite UHT semi-desnatado enriquecido.
Para que vocé possa participar da Pesquisa, sera necessaria a realizagao dos exames de HIV e
pesquisa de HbsAg e anti-HCV, que sera feita uma Unica vez. Durante esta Pesquisa vocé tera
que consumir diariamente durante 3 meses 3 capsulas do suplemento ou 500 mL de leite que
serdo fornecidos pelos pesquisadores. Vocé terd que responder um questionario para fornecer
informagdes pessoais e sobre sua alimentagdo. Os pesquisadores também irdo obter seus dados
antropométricos (peso, altura, dobras da pele no brago, costa e abdome e porcentagem de gordura
corporal). Vocé terd que fazer exames de sangue (lipidios totais, triacilglicerol, colesterol total e
fragdes, creatinina, uréia, acido Urico, fosfatase alcalina, célcio sérico, fésforo inorgénico, glicemia
de jejum, aspartato aminotransferase - TGO, alanina aminotransferase — TGP), hemograma
completo e urina 3 vezes ao longo do estudo (antes de comecar a tomar as capsulas ou o leite,

depois de 6 semanas e depois de 12 semanas).

Observacao: Caso o resultado da sorologia para HIV e hepatite seja positivo e/ou haja qualquer
alteracdo do perfil bioquimico e hemograma vocé nao podera participar do estudo e sera

encaminhado para o devido tratamento.

Desconfortos e riscos potenciais: o procedimento de coleta de sangue para os exames nao
oferecera riscos e desconfortos, uma vez que sera realizado por profissionais capacitados e
devidamente treinados utilizando material estéril e descartavel. O consumo do suplemento ou do
leite, bem como os procedimentos que vocé sera submetido ao longo do estudo nao causarédo
desconforto. O CLA ja existe naturalmente no leite e também nas carnes, portanto, vocé ja o
consome com freqiiéncia na sua dieta. Ao consumir o suplemento ou o leite enriquecido vocé ira
ingerir uma quantidade de CLA mais alta, mas que esta dentro da faixa utilizada pela grande
maioria das pesquisas com CLA em humanos. Alguns estudos tém relatado a hipétese de que o
CLA possa aumentar as chances de produzir radicais livres e problemas de controle de glicose e
lipidios no sangue, no entanto, até agora os dados sao insuficientes para tirar qualquer conclusao a
respeito. E importante que vocé saiba que suplementos de CLA estdo disponiveis no mercado,

enquanto que o leite enriquecido ou algum similar a este ainda nao existe no mercado brasileiro.
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Informacdes adicionais: a participacao desta etapa da Pesquisa é inteiramente voluntaria; vocé
pode recusar-se a participar ou pode abandonar em qualquer que seja a fase da Pesquisa sem
qualquer penalizagdo ou prejuizo; qualquer duvida que vocé tenha a respeito da Pesquisa sera
esclarecida pelos pesquisadores antes e durante a realizagdo da mesma; os pesquisadores

garantirdo o sigilo e a preservagéo da sua privacidade.

Consentimento:

Apobs ter conhecido o propdésito da Pesquisa “A suplementagdo em capsula e o consumo de leite
enriquecido com &cido linoléico conjugado: efeito sobre perfil lipidico, composi¢cdo corporal,
autoxidagao lipidica e resiténcia a insulina em humanos”, bem como seus desconfortos e riscos
potenciais, concordo em participar voluntariamente da Pesquisa e permito que todas as

informagdes sejam utilizadas para o propésito da mesma.

Nome

Assinatura
Campinas, / /

Nome e telefone dos pesquisadores responsaveis pela Pesquisa:

Lilia Zago Ferreira dos Santos (19) 3867 XXXX
Adriana Prais Botelho (19) 3232 XXXX
Telefone do Comité de Etica em Pesquisa: (19) 3521 8936
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1. IDENTIFICACAO E CONTROLE

Id Nome

Datadaentrev. /[ Datanasc. /[ Idade

Endereco n®

Complemento Bairro CEP

Tel. (res) Tel. (cel) Tel. (com)

Email: Termo de consentimento () SIM () NAO
2. INDICADORES DE SAUDE

Possui hipertensao arterial ( )SIM ( )NAO

Possui algum tipo de doenca pancreatica? () SIM  Qual? ( )NAO

Diarréia atual ( ) SIM ( )NAO

Diarréia no Gltimo més? () SIM  Quanto tempo? ( )NAO

Ja observou gordura em suas fezes? ( )SIM () NAO

Tomou medicamento recentemente? () SIM () NAO Qual?

Quando?

Toma algum tipo de medicacdo continua? ( )SIM () NAO Qual?

Atividade fisica ( )SIM () NAO Qual?
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FreqUéncia

Faz uso de algum tipo de suplemento nutricional? (especialmente para perda de peso ou ganho de massa

muscular) () SIM () NAO

Qual? Quantidade Frequéncia

Possui algum tipo de doenca cardiovascular?  ( )SIM () NAO

Qual?

Tem ou teve algum tipo de neoplasia? ( )SIM () NAO

Qual? Quando?

Possui algum problema emocional? () SIM  Qual? () NAO

Possui algum tipo de desconforto gastrointestinal ao ingerir leite e/ou derivados? ( ) SIM

( )NAO

Qual?

Possui intolerancia & lactose? ( )SIM () NAO

Possui alergia a alguma proteina do leite? (caseina, lactoglobulina e/ou lactoalbumina)

( )SIM  Qual? ( )NAO

Engordou e/ou emagreceu 3 kg nos Ultimos 3 meses? ( )SIM () NAO

Faz uso de bebidas alcodlicas? ( ) SIM Qual? ( )NAO
Dose Frequéncia
Faz uso de algum tipo de droga? ( )SIM ( )NAO
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Fuma? ( )SIM ( )NAO |Quantidade Frequéncia
Infeccdo () SIM ( )NAO Qual? Quando?
Esteve doente nos ultimos 15 dias? () SIM ( )NAO O que teve?

3. OUTRAS OBSERVAGOES
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Nome: Data; [/ [/
Dia da semana:
Refeicao Horario Alimento ou Bebida Quantidade Marca Local

Consumidos/
Preparacao

Quantidade em medidas: colher de chd, colher de sobremesa, colher de sopa, xicara de café,
xicara de chd, pires de cha, copo de requeijao, concha (pequena, média, grande), prato (raso,

cheio, fundo).
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Guia Explicativo para preenchimento do Registro Alimentar: este guia contém informacdes

para auxilia-lo na anotagcdo dos alimentos que consumir no dia, visando a avaliagdo da sua

alimentacao. Vocé deve anotar criteriosamente tudo o que comer e beber, registrando também os

horarios, as quantidades, as marcas de produtos, as preparagdes e o local onde o alimento foi

consumido. No quadro abaixo estdo exemplos que poderdo ser usados como modelo para o

registro das quantidades de alimentos que vocé consumir.

Exemplo de formulario preenchido

Refeicao Horario Alimento ou Quantidade Marca Local
Bebida
Consumidos/
Preparacao
Café da 6:30 h Leite 1 xicara Casa
manha
Café da Nescau 1 colh. de casa
manha sobremesa
Café da Agucar 1 cohl. de casa
manha sobremesa
Café da Pao Francés 1 unidade casa
manha Margarina 2 colh. de cha
Café da Queijo 2 fatias finas casa
manha mussarela
Lanche da 10:00 h Batata chips 1 pacote 200g Ruflles Escritério
manha
Lanche da Suco de laranja 1 unidade Tampico Escritério
manha artificial 200ml
Almogo 12:00 h Arroz cozido 2 colh. de Refeitorio do
servir escritério
Almogo Feijao 1 concha Refeitério do
média escritério
Almogo Carne assada | 2 fatias finas Refeit6rio do
escritorio
Almogo Macarrao ao 2 colh. de Refeitorio do
sugo servir escritério
Queijo 2 colh. de cha
parmesao
ralado
Almogo Salada de 1 pires de cha Refeitério do
alface com escritério
tomate
temperada com
azeite, sal e
liméo
Lanche da 15:00 h logurte de 1 pote de 200g Danone Lanchonete do
tarde morango batido de iogurte Shopping
com 1 copo de
requeijao de
Leite leite
1 colh.
Acgucar Sobremesa
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Lanche da Pastel de carne 1 unidade Lanchonete do
tarde Shopping
Jantar 18:30 h 1 Sanduiche | 2 fatias de pao Pullman Casa da mae

misto quente de forma
2 fatias finas | Frigor Eder
de presunto
2 fatias de
muzzarella.
2 fatias de
tomate
2 colh. de cha
de margarina.
Jantar 18:30 h Refrigerante - | 1 lata de 300ml Antartica Casa da mae
Guarang
Jantar 18:30 h Brigadeiro 3 unidades Casa da mae
Ceia 22:00 h Cha de 1 xicara Casa
camomila 1 colh.
Aclcar Sobremesa

Orientacées:

Sempre que possivel, anotar os alimentos em unidade ou medida tradicional. Por exemplo:

Frutas: unidade ou fatia (ex: 1 maca pequena, 1 fatia de melao média, etc.);

Pao: unidade ou fatia (especificar o tipo de pao. Ex: francés, de forma, etc.);

Queijo: fatia (especificar o tipo. Ex: fresco, mussarela, etc.); especificar a espessura da
fatia (fina, média e grossa);

Bolacha: unidade (indicar qual o tipo e a marca. Ex: chocolate recheada - marca Bauduco);
Pastel: unidade pequena, média ou grande (indicar sempre o recheio. Ex: pastel de feira —
tipo pizza;

Esfiha: unidade (indicar se é aberta ou fechada e qual o recheio — Ex: de carne, aberta, do
grupo Habibs);

Lanches: ex: Mc Donald’s — Big Mac; se for caseiro, especificar os ingredientes.

Observacoes:

Anotar sempre quando vocé adoga as bebidas (quantidade de agucar ou adogante);
Quando o alimento for industrializado, indicar a marca (ex: 1 pote de iogurte Danone de
2009);

Procure anotar os alimentos e as suas quantidades da melhor forma, se preferir e puder
pode pesa-los;

Anotar tudo o que vocé comer, mesmo se for um bombom ou balas durante o dia;

Anotar tudo o que vocé beber, até mesmo agua.
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Protocolo para Antropometria

1. Peso:

« A balanca deve ser periodicamente calibrada;

« O individuo deve usar roupas leves (eliminar o que for possivel, especialmente sapatos,

cintos, casacos, etc);

Pedir para esvaziar a bexiga;
O individuo deve se posicionar sobre a plataforma, com os pés colocados lado a lado e
o0 peso distribuido igualmente entre os pés;

Esperar o equilibrio da balanga e registrar o peso ao 0,1 kg.

2. Altura:

Requer superficie vertical, com estadibmetro de parede afixado em superficie sem
rodapé;

O individuo descal¢o ou com meias, roupas leves para que o posicionamento do corpo
possa ser visto;

Retirar presilhas ou outros aderegos do cabelo;

Pesos distribuidos nos dois pés, calcanhares unidos, cabega ereta de forma que o olhar
esteja perpendicular ao corpo;

Bracos e maos relaxados ao longo do corpo;

Cabeca, costas, nadegas, panturrilhas e calcanhares encostados na superficie vertical;
Qualquer individuo que ndo possa permanecer nesta posicdo deve ser mantido de
forma a que as nadegas, costas e cabega permanegam em contato com a superficie;

O individuo deve inspirar e manter posi¢ao ereta durante a medida;

Posicionar um esquadro com 90 graus sobre o ponto mais alto da cabega, comprimindo
os cabelos, sem fazer forgca excessiva;

Registrar a medida ao 0,1 cm.

3. Circunferéncia do braco:

O sujeito deve estar ereto, com os bragos livres e relaxados ao longo do tronco, palmas
das maos com a face para o tronco;

Deve usar roupas que permitam expor o brago e ombros;

Medir o ponto médio, flexionando o brago a 90 graus, com a palma da mao para cima;
localizar a parte lateral do acrdnio no ombro, e fazer uma marca de identificagéo;

Localizar o ponto distal do olecrano na ulna (no cotovelo) e marcar com caneta;
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Medir a distancia entre as marcas, e marcar o ponto médio;
Com o brago relaxado, face da mao para o tronco; circular em volta do brago, com o
final de modo a permitir a visualizagao pelo observador, e em compressao excessiva,

tomar a medida ao 0,1 cm.

Circunferéncia de quadril:

O individuo deve estar vestido com roupa que ndao comprima os tecidos moles do
quadril, alterando sua dimensao e forma;

Posicionado em pé, o individuo deve deixar os bragos livres ao longo do tronco e os pés
unidos;

O observador deve estar sentado ao lado do individuo de forma a ter uma visdo
facilitada a altura da maxima circunferéncia dos quadris, para posicionar a fita em um
plano horizontal;

Um assistente pode ser Util para ajustar a posigéao da fita do outro lado do corpo;

Tomar a medida ao 0,1 cm.

Circunferéncia de abdome:

O individuo deve distribuir seu peso confortavelmente entre ambos os pés, separados
cerca de 25 a 30 cm;

Tomar a medida entre a Ultima vértebra e a crista iliaca, localizadas por palpagéo,
marcar o ponto médio com caneta dermogréfica;

O observador deve estar sentado ao lado do individuo para posicionar horizontalmente
a fita, sem compresséo acentuada;

Tomar a medida ao 0,1 cm ao final de uma expiragao normal do individuo.

Prega triciptal:

E tomada verticalmente no ponto médio do brago, sobre o musculo triceps (ver
circunferéncia do brago para identificagao do ponto médio);

O individuo deve deixar o brago relaxado ao longo do tronco;

O observador segura o adipbmetro com a mao direita;

A prega de pele e tecido subcutédneo é tomada gentilmente com a méo esquerda, por
meio do indicador e polegar, aproximadamente a 1 cm da marca, de forma que as
pontas do adipdmetro sejam aplicadas perpendicularmente a prega;

Registrar a medida ao 0,2 mm.
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Prega biciptal:

« E tomada verticalmente no ponto médio do braco, sobre o musculo biceps (ver
circunferéncia do brago para identificacdo do ponto médio);

O individuo deve deixar o brago relaxado ao longo do tronco;

O observador segura o adipémetro com a mao direita;

A prega de pele e tecido subcutaneo é tomada gentilmente com a méo esquerda, por
meio do indicador e polegar, aproximadamente a 1 cm da marca, de forma que as
pontas do adipdmetro sejam aplicadas perpendicularmente a prega;

Registrar a medida ao 0,2 mm.

Prega subescapular:

« E tomada gentilmente em uma linha diagonal, inclinada infra-lateral a aproximadamente
45 graus ao plano horizontal;

O local certo esta abaixo do angulo inferior da escapula, para localiza-lo mais
facilmente, pode-se solicitar ao individuo que dobre seu brago as costas;

Com o brago relaxado ao longo do tronco, a medida é tomada aplicando-se o
adipémetro a 1 cm com o polegar e indicador tomando a prega;

Registrar a medida ao 0,2 mm.

Prega suprailiaca:

« O individuo deve estar trajando roupa que permita a exposi¢cao da crista supra-iliaca, a

qual deve ser localizada por palpagao;

« Com o polegar e o indicador, toma-se a prega, gentilmente em uma linha diagonal,

inclinada infra-lateral a aproximadamente 45 graus ao plano horizontal;

* Registrar a medida ao 0,2 mm.
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Ficha de Avaliacao da Aceitacao e Intencao de Compra

Nome: Idade:

Data: Amostra:

Bem-vindo ao Laboratério de Anélise Sensorial.
Vocé avaliara 2 amostras de leite UHT semi-desnatado.

1.Por favor, OBSERVE a amostra e use a escala abaixo para
indicar o quanto vocé gostou ou desgostou da APARENCIA.

Desgostei Gostei
muitissimo muitissimo
2. Por favor, ASPIRE a amostra e indique o quanto vocé

gostou ou desgostou do AROMA.

I I
Desgostei Gostei
muitissimo muitissimo

3. Por favor, PROVE a amostra, e com relacdo ao SABOR,

indique o quanto vocé gostou ou desgostou da amostra.

I I
Desgostei Gostei
muitissimo muitissimo
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4. Por favor, avalie a amostra com relagdo a IMPRESSAO
GLOBAL (aparéncia, aroma,sabor e textura), e indique na
escala abaixo o quanto vocé gostou ou desgostou.

Desgostei
muitissimo

5.Se esta amostra estivesse a venda, qual seria sua atitude?
() Certamente ndo compraria

() Provavelmente ndo compraria

() Tenho divida se compraria ou nao

() Provavelmente compraria

() Certamente compraria

Gostei
muitissimo
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para Avaliacao Sensorial do Leite

Propdsito da Pesquisa: levando em consideragdo o conceito de alimentos funcionais, que
relaciona a dieta com o processo saude-doenga, esta pesquisa tem o objetivo de avaliar as
propriedades benéficas para a saude, como a redugdo da composicdo corporal, de leite
enriquecido com acido linoléico conjugado (CLA). Esta é uma etapa da Pesquisa em que possiveis
consumidores do leite enriquecido com CLA irdo fazer uma andlise da aparéncia, aroma, sabor,
aceitagao global e intencdo de compra deste produto. Para isto vocé tera que provar pequenas
quantidades de amostras de leite enriquecido com CLA, dizer o quanto vocé gostou ou desgostou
e qual a sua intencdo de compra deste produto, utilizando uma ficha que lhe sera fornecida no
momento do teste.

Desconfortos e riscos potenciais: o procedimento que vocé fara nao apresenta risco de qualquer
natureza ou desconforto. O CLA ja existe naturalmente no leite e também nas carnes, portanto,
vocé ja o consome com freqiiéncia na sua dieta. Neste leite enriquecido que vocé provara a
quantidade de CLA esta aumentada para um valor que esta dentro da faixa utilizada pela grande
maioria das pesquisas com CLA em humanos. E importante que vocé saiba que este produto ou
algum similar a este ainda nao existe no mercado brasileiro.

Informacodes adicionais: a participacdo desta etapa da Pesquisa é inteiramente voluntéria; vocé
pode recusar-se a participar ou pode abandonar em qualquer que seja a fase da Pesquisa sem
qualquer penalizagdo ou prejuizo; qualquer duvida que vocé tenha a respeito da Pesquisa sera
esclarecida pelos pesquisadores antes e durante a realizagdo da mesma; os pesquisadores

garantirdo o sigilo e a preservagao da sua privacidade.

Consentimento:

Apobs ter conhecido o proposito de uma das etapas da Pesquisa “A suplementagdo em cépsula e o
consumo de leite enriquecido com acido linoléico conjugado: efeito sobre perfil lipidico, composi¢cao
corporal, autoxidagao lipidica e resiténcia a insulina em humanos”, bem como seus desconfortos e
riscos potenciais, concordo em realizar o procedimento de avaliagcdo sensorial do leite enriquecido

com CLA e permito que todas as informagdes sejam utilizadas para o propésito da Pesquisa.

Nome

Assinatura
Campinas, / /
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Nome e telefone dos pesquisadores responsaveis pela Pesquisa:

Lilia Zago Ferreira dos Santos (19) 3867 XXXX
Adriana Prais Botelho (19) 3232 XXXX
Telefone do Comité de Etica em Pesquisa: (19) 3521 8936
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