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Resumo

Obesidade se tornou o maior problema de satde publica ao redor no mundo e € associado,
geralmente, com doencas cronicas ndo transmissiveis como a diabetes. Alguns
componentes dos alimentos estio relacionados com beneficios a satide como modulacio do
estresse oxidativo, horménios e inflamacdo. O 4cido linoléico conjugado (CLA) € um
dcido graxo que pode exercer papel antioxidante, possivelmente pela influencia na auto
oxidacdo lipidica. Outros lipidios, esteroidais das plantas, os fitosterdis sdo considerados
também compostos bioativos, uma vez que eles sdo responsdveis pela reducdo da
circulagdo do LDL colesterol, bem como pela reducdo do peso corporal. Em adicéo, esses
compostos sdo anti-inflamatdrios, e apresentam importante potencial para prevenir efeitos
adversos da obesidade. Nessas condi¢des, o objetivo do presente trabalho foi investigar os
efeitos da suplementagdo do CLA e fitosterol, sozinhos e em combinag@o, em relagdo aos
hormonios da saciedade, glicose, resisténcia a insulina, perda de peso, consumo e 0s
efeitos no figado e sua influencia no sistema antioxidante de defesa em ratos machos
Sprague-Dawley alimentados com dieta hiperlipidica.Quarenta ratos Sprague-Dawley
recém-desmamados foram divididos em cinco grupos (n=8) aleatoriamente: grupo Padrdo,
grupo Hiperlipidico Padrio, e trés grupos hiperlipidicos com adi¢do de 2% de CLA, 2% de
fitosterol e 2% de CLA mais 2% de fitosterol. Todas as dietas tiveram como base a AIN-
93G, sendo as dietas experimentais high-fat adicionadas de 35% de banha animal e 2% de
cada suplemento. O tempo de experimento foi de 65 dias. O grau de sensibilidade a
insulina foi calculado nas dltimas semanas experimentais, por meio dos métodos Teste de
Tolerancia a Glicose e Teste de Tolerancia a Insulina. O acompanhamento do ganho de
peso e consumo foi feito por pesagem. As andlises das enzimas do estresse oxidativo, 8-F,-
Isoprostana e hormdnios foram determinadas utilizando kits comerciais, apenas as andlises
de malondialdeido foram feitas pelo método de TBARS. A dieta suplementada com CLA,
fitosterol ou a combinagdo de ambos, por 65 dias foi efetiva na reducdo da massa gorda,
dos tecidos adiposos e do consumo alimentar. Ademais, CLA mas ndo o fitosterol modulou
a acdo da leptina na obesidade. No entanto, os suplementos apresentaram efeito na
modulagdo das enzimas do estresse oxidativo indicando possivel dano mitocontrial e
citotoxicidade, além de ndo reverterem o processo de intolerancia a glicose e resisténcia a
insulina. Por outro lado, os suplementos reduziram as gotas de gordura no figados dos

animais suplementados.



Palavras-chave: obesidade, acido linoléico conjugado, fitosterol, suplementagdo, dieta

high-fat.



Abstract

Obesity is one of the most serious public health problems worldwide and is generally
associated with chronic diseases such as diabetes. Some food compounds are linked to
benefits in health as they modulate oxidative stress, hormones and inflammation.
Conjugated linoleic acid (CLA) is a fatty acid that could exert an antioxidant role, possibly
by its influence on lipid auto-oxidation. Other lipids, steroidal plant, the phytosterols are
considered also bioactive compounds, since they are responsible for the reduction of LDL
cholesterol circulation, as well as reduction in body weight. In addition, these compounds
are considered to play anti-inflammatory roles, and they are potentially important in
preventing the adverse effects of obesity. Thus, the aim of the present study was to
investigate the effect of CLA and phytosterol supplementation, alone or in combination, in
relation to satiety hormones, glucose and insulin resistance, weight loss and adipose tissue,
and feed consumption and liver effects and their influence in the modulation of antioxidant
system on male Sprague-Dawley rats fed a high-fat diet. Forty rats of the Sprague-Dawley
specie, males and healthy were divided into five groups (n=8) randomly: standad group,
High-Fatstandad group, and three groups that received the standard experimental high-fat
diet with addition of 2% CLA, with addition of 2% phytosterol and with addition of 2%
CLA plus 2% phytosterols. All diets were based on the AIN- 93G, and experimental diet
high-fat add of 35% lipids, and 2% each supplement. The period of experiment was 65
days. The insulin sensitivity was calculated in the last week experimental by the methods
Tolerance Test Glucose and Insulin Tolerance Test. The monitoring of consumption and
weight gain was made by weighing. The analysis of the enzymes of oxidative stress, 8-F,-
isoprostane and hormones were determined using commercial kits, only the analyzes of
malondialdehyde were made by the method of TBARS. The diet supplementations with
CLA, phytosterols or their combination, for 65 days were effective in reducing body fat,
adipose tissue and feed consumption. Furthermore, CLA, but not phytosterols, modulated
the action of leptin in obesity. However, the supplementation had an effect in modulating
the enzymes of oxidative stress indicating possible damage and cytotoxicity mitocontrial,
moreover both supplements did not reverse the process of glucose intolerance and insulin.

On the other hand, the supplementation reduced the liver fat droplets of the animals.

Key-words: obesity, conjugate linoleic acid, phytosterol, supplementation, high-fat die.
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Introducao geral

Devido ao aumento da obesidade atribuido ndo somente ao sedentarismo, mas
também a maior disponibilidade e consumo de alimentos de alta densidade energética
(MANGOU et al., 2012), muitos estudos tém realizado, em modelos animais, a indugdo a
obesidade por meio da manipulagio dietética, de forma a alimenta-los com dieta ‘hight fat’
desde o desmame. O desenvolvimento do processo oxidativo e das doengas cronicas nio
transmissiveis (DCNT) como a obesidade, favorecem o desdobramento de tais pesquisas a
fim de produzir conhecimento técnico-cientifico para produgdo de estratégias que garantam

qualidade de vida (HORACEK et al., 2010; CHEN; QIAN, 2012).

O processo oxidativo, desencadeado pela inflamag¢d@o subclinica induzida pela
obesidade, vem sendo cada vez mais estudado por meio dos métodos de andlise
laboratoriais com o objetivo de aprofundar no que se refere ao sistema de antioxidacio
fisiologico e as diversas espécies reativas de oxigénio, observado em tecidos hepaticos,
sanguineos e renais, para que haja possibilidade de beneficios, por meio da suplementagdo

de antioxidantes para a prevencdo das DCNT (HOPP et al., 2010).

Algumas das pesquisas ja realizadas com &cido linoléico conjugado (CLA)
determinaram seu poder de alterar a composi¢do corporal, propiciando um aumento da
massa magra e diminuicdo da massa gorda, de modo a agir ainda sobre a lipogénese, e
também sobre a influéncia no processo de autoxidacdo lipidica podendo funcionar,
portanto, como um antioxidante. A suplementacdo desse lipidio ainda é questionada e
pesquisada devido aos possiveis efeitos colaterais como a resisténcia a insulina ou agéo
hiperinsulinémica dependendo da concentracdo suplementada, além ainda dos
questionamentos cientificos que apresentam resultados conflitantes quanto a sua acio

biologica (MARQUES et al., 2012; MARINELI et al., 2012).

Compostos esteroidais das plantas, os fitosterdis, sdo estruturas quimicas
similares ao colesterol, sendo considerados como compostos funcionais, pois sdo
responsdveis pela reducdo do LDL colesterol e do colesterol circulante devido a
diminuicdo da absorc¢do do colesterol exdgeno e do colesterol biliar (THURNHAM, 2007;
WOYENGO, RAMPRASATH, JONES, 2009). Em adicdo, esses compostos sdo

considerados ainda como antioxidantes e anti-inflamatérios, por impedirem a formagio de



IL-6 e TNF-a, sendo possivelmente importantes na prevengdo dos efeitos adversos da

obesidade (BI et al., 2009; MICALLEF; GARG, 2009).

Nesse sentido, o escopo do presente trabalho € investigar a acdo do CLA e dos
fitosterdis sobre os mecanismos fisiolégicos e moleculares, na prevencido da obesidade em

ratos machos e saudaveis da espécie Sprague-Dawley.
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Objetivos

Objetivos gerais

Avaliar o efeito do 4cido linoléico conjugado (CLA) e dos fitosterdis sobre o tecido

adiposo, perfil lipidico, ganho de peso, resisténcia a insulina, oxidagdo lipidica em ratos

machos da espécie Sprague-Dawley alimentados com dieta experimental hiperlipidica.

Objetivos especificos

Determinar a composi¢do em acidos graxos (CLA e 4cido linoléico) e em fitosterdis
dos suplementos e das dietas experimentais;

Avaliar e monitorar a ingestdo dietética e ganho de peso dos animais;

Determinar o perfil lipidico (4cidos graxos livres) e hormonal (insulina,
adiponectina, leptina e grelina séricas);

Determinar o grau de resisténcia a insulina pelo Teste de Tolerdncia a Glicose
(GTT) e pelo Teste de Tolerancia a Insulina (ITT);

Determinar as concentracdes séricas/plasmaticas dos produtos da oxidacao lipidica
malondialdeido, 8-iso-PGF2a-isoprostana e glutationa total e de enzimas
relacionadas ao estresse oxidativo (glutationa peroxidase, glutationa redutase e
super6xido dismutase);

Quantificar os marcadores de oxidacdo lipidica indice de perdxidos e

malondialdeido, no figado.

Determinar presenca de glébulos de gordura presentes no tecido hepatico dos

grupos suplementados em compara¢do com o padrao.



CAPITULO 1:

REVISAO DE LITERATURA



1 CLA

1.1 Caracterizacao quimica

Acido linoléico conjugado (CLA) é um 4cido graxo encontrado no leite ¢ em
carne de ruminantes. Os isOmeros, que apresentaram atividade bioldgica sdo CLA trans-
10,cis-12 (¢-10,c-12) e CLA cis-9,trans-11 (c-9, t-11) (figura 1) (GIANCAMILLO et al.,
2009). O isdmero c-9,t-11 representa aproximadamente 80% das gorduras produzidas pelos
ruminantes, por outro lado o CLA ¢-9,t-11 e o #-10,c-12 sdo igualmente abundantes nas
misturas comerciais, sendo aproximadamente 30-40% de cada isomero (ANDREOLI et

al., 2009).
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Figura 1. Posicdo geométrica e isomérica do CLA. (A) CLA #19, ¢-12. (B) CLA -9, c-11. (C)
CLA 19, t-11. (D) CLA #-10,t-12. (E) CLA ¢-9, c-11. (F) CLA ¢-10, ¢c-12. (G) CLA ¢-9, t-11 (H)
CLA ¢-10, -12 ( adaptado FRITSCHE et al., 1999).



A formacdo do CLA ¢ resultante da acdo de bactérias anaerdbicas Butyrivibrio
fibrisolvens no rumem é&cido, que transforma os &4cidos graxos poli-insaturados (4cido
linoléico, a-linolénico e y-linolénico) por meio do processo de biohidrogenagdo. Além
dessa etapa, a formacdo dessa gordura pode ocorrer também pela autoxidacdo do acido
linoléico, na presenca de proteina, enzima isomerase e oxigénio singlet, resultando na
formacdo do 4cido linoléico conjugado como apresentado na figura seguinte (FRITSCHE

et al., 1999).
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Figura 2. Producdo de CLA por diferentes vias (FRITSCHE et al., 1999).

1.2 Efeitos fisiologicos e mecanismos.

Os isomeros do CLA sdo potentes moduladores Receptores Ativados por
Proliferador de Peroxissomos (PPARs) em modelos animais suplementados (O’SHEA,
BASSAGANYA-RIERA, MOHEDE, 2004), sendo a razio pela qual é apresentado como
responsavel pelos efeitos na reducdo da carcinogénese, diminui¢do da massa gorda,
protetor do estresse oxidativo, modulador dos lipidios circulantes e responsdvel pelo efeito
preventivo da intolerancia a glicose na diabetes. No entanto, a maioria desses efeitos sdo

ainda controversos na literatura (RAHMAN et al., 2011).

Quanto ao efeito de reduzir a carcinogénese e influenciar no processo inflamatério,
0o CLA c¢-9,-11 age na ativacdo do PPAR-y. Presente nos macréfagos e células T, os
PPAR-y podem ser antagonistas da ativacdo da sinalizacdo pré-inflamatéria bem como do
NF«B e na expressdo do interferon-y (BASSAGANYA-RIERA et al., 2004; SUGII;
EVANS, 2011).



O mecanismo de acdo do CLA na reducio do tecido adiposo ndo estd claro, porque
h4 discrepancia entre resultados em estudos in vivo e in vitro, relatados com mecanismos e
possibilidades de a¢do do CLA diferentes, além dos estudos nio apresentarem um modelo

animal padrdo (GIANCAMILLO et al., 2009).

No entanto, um possivel mecanismo que explique a acdo do CLA na redugdo da
massa gorda é por meio do integrante de resposta ao estresse (ISR) que induz a ativagdo da
proteina transcritora fator 3 (ATF3) e ATF4, assim como ativa possivelmente o NFxB e a
resposta inflamatéria. A ocorréncia do desdobramento da resposta proteica (UPR), com
inclusdo da ISR e inflamacdo € uma explicacio para o desdobramento das doencas
cronicas metabdlicas bem como da diabetes tipo 2. O isomero CLA #-10,c-12 ativa
seletivamente apenas o componente ISR do sistema da UPR, sendo uma possivel resposta a
reducdo da massa gorda do tecido adiposo. A transcri¢do ou ativacgdo da proteina é a chave
para o fator de transcri¢do de adiposidade - como os esterdis com o envolvimento da
SREBPIc ou acetil-CA carboxilase (ACC) e sintese de dcidos graxos - quando exposto ao

CLA #-10,c-12 (HOUSE et al., 2005; LAROSA et al. 2007).

Além disso, o mecanismo de ativagdo da AMPK ¢ ainda uma forma de tratamento
para resisténcia a insulina e diabetes tipo 2, desse modo, uma vez ativado, o AMPK vai
agir indiretamente e parcialmente no percep¢do de energia do organismo e isso estd
associado com a regulacdo de adipocinas como de leptina e adiponectina. O CLA #-10,c-12
atua no mecanismo da ativagdo da AMPK, sendo portanto, mais uma forma de explicar sua

acdo na reducdo da massa adiposa (JIANG et al., 2009).

A ingestdo de CLA pode agir ainda na acdo do PPARa segundo estudo de Peters et
al. (2001), que apresentou a hipdtese que o PPARa estd envolvido fundamentalmente na
oxidagdo de lipidios, e que o PPARP e o PPARYy, estdio envolvidos no aumento da
expressio do RNAm que codifica o metabolismo enzimatico dos lipidios e que esse

sistema contribui para o efeito do CLA na redug@o de massa gorda e lipidios séricos.

Por outro lado, a inducdo do CLA #-10, ¢-12 na alteragdo do metabolismo de acidos
graxos bem como do estado de lipodistrofia, € acompanhado de esteatose hepitica e
hepatomegalia como provavel efeito compensatério do metabolismo de lipidios pela

reducdo do tecido adiposo branco. De acordo com o estudo de Kennedy et al. (2010) ha a
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hipdtese de que o CLA promova o aumento da citocina pré inflamatéria KFxB, que gera o

aumento da TNFa, IL-6 e IL-8, resultando na hiperinsulinemia e resisténcia a insulina, que

no estado pr6 diabético é agravado pela baixa regulacdo da expressdo de adiponectina e

leptina nos tecidos adiposos, que sdo mediadores chaves na sensibilidade a insulina.

Concomitantemente a esse processo, o fluxo de macréfagos desencadeia apoptose nos

tecidos adiposos, que se acumulam no figado, porém com incrivel reducdo da oxidacdo

lipidica nos musculos esqueléticos (figura 3). No figado, ocorre a redugdo da expressdo do

PPARa pelo CLA, que resulta no aumento do NF«B, que é responsdvel pela lipogé€nese

por meio da ativagdo da SREBP-1 no figado, além da funcdo de redugdo da (-oxidacio,

todo processo tem como consequéncia a hepatomegalia com esteatose hepatica.

CLA 10t 12¢
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+
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Figura 3. Mecanismo do CLA t-10, c-12 na alteragdo da lipodistrofia e citocinas

inflamatérias (KENNEDY et al., 2010).

Por outro lado, é apresentado na literatura que o CLA é um potente ativador de

PPARa quando regula o metabolismo de lipidio pela via da B-oxidagdo, gerando efeitos
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benéficos na obesidade, diabetes ndo dependente de insulina e aterosclerose (MOYA-

CAMARENA et al., 1999).

2 Fitosterois

2.1 Caracterizacio das moléculas

Os esterdis sao componentes alcodlicos presentes nas plantas conhecidos como
fitoesterdis. Na forma saturada, os esterdis, recebem o nome de estandis sendo o mais

comum o sitostanol (QUILEZ et al, 2003).

Assim como os demais lipidios, os esterdis também regulam processos e
sustentam a estrutura celular das membranas, considerados refor¢adores. Assim como o
colesterol € o maior esterol dos vertebrados, o sitosterol, seguido do campesterol (Figura 4)
sdo os esterdis mais abundantes dos vegetais (WEINGARTENER, et al, 2011;
DUFOURC, 2008; OSTLUND, 2002). Os fitoster6is diferem minimamente quanto a
estrutura quimica do colesterol, apresentando assim, fung@o andloga nos animais

(OSTLUND, 2002).
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Figura 4. Estrutura quimica do colesterol e dos esterdis das plantas. (A) Colesterol. (B)
Sitosterol. (C) Campesterol. (D) Stigmasterol (Adaptado CHEN, 2001).
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2.2 Efeitos fisiologicos

O consumo regular de fitosterdis esta relacionado a reducdo da absorgédo
intestinal de colesterol, a redugdo dos niveis de LDL-colesterol e ainda & diminui¢do dos
riscos para o desenvolvimento das doencas cardiovasculares (WOYENGO,

RAMPRASATH, JONES, 2009).

No estudo de Theuwissen et al. (2009) a suplementacdo dietética de individuos
hipertrigliceridémicos com 2,5g de fitosterol /dia apresentou uma redu¢do do colesterol
total, LDL-colesterol e apolipoproteina B de 6,7%, 9,5% e 7,1% respectivamente, sem
alterar o HDL-colesterol. Além disso, foi encontrado correlagdo significativa entre
fitosterol e triglicerideos, com reducdo desse de 11%. No estudo de Weingéartener, Bohm,
Laufs (2011) ratos suplementados com 3,4% de fitosterol resultou na reducio de 43% do

colesterol plasmético e 46% do colesterol hepatico.

No entanto, outros papéis bioldgicos para os esteroides das plantas estdo
documentados na literatura. Estdo surgindo evidéncias das quais os fitoster6is podem atuar
no aumento da atividade das enzimas antioxidantes e reducdo do estresse oxidativo, além
de potencializar o processo antiinflamatério (WOYENGO, RAMPRASATH, JONES,
2009).

As diferentes estruturas lipidicas encontradas no estudo de Weingartner et al.
(2011) sugerem, que os diferentes tipo de fitosteréis podem apresentar respostas
metabdlicas diferentes. Ao suplementar animais com esterdis e estandis das plantas
observou-se que houve efeito diferente nos mondcitos, linfocitos, no estresse oxidativo, nas
citocinas inflamatdrias, além da aterogenese. No entanto, tanto esterdis quanto estandis das
plantas resultaram na redugdo da concentracdo do colesterol sérico. Os animais
suplementados com esterdis apresentaram uma produg¢do maior de mondcitos pro-
inflamatérios e consequente redugdo da lesdo aterosclerdtica, além disso, houve ainda

reducdo de superdxido vascular e da producdo de hidroperdxidos lipidicos.

2.3 Mecanismo de ac¢ao dos fitosterois.

A dieta humana contém alimentos fonte de esteroides de origem animal e de
vegetal, como o colesterol e o fitosterol (sitosterol), respectivamente. A rota pela qual os

esterdis entram no enterdcito ainda é discutida. Acredita-se, que pode ser por difusdo
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passiva, por meio da formagdo de micela ou ainda pela proteina Niemann-Pick C1-like 1

(NPCIL1) (ALLAYEE, LAFFITTE, LUIS, 2000; WEINGARTNER et al, 2011).

Evidencias cientificas apontam que o fitosterol afeta a absor¢do do colesterol
no lumen intestinal, pois suas estruturas quimicas sdo semelhantes, alterando apenas a
cadeia lateral (figura 4). Assim, quando juntos no limen intestinal, o fistosterol, por ser
mais hidrofébico, fica retido na estrutura micelar, enquanto que o colesterol, que ndo foi
degradado em éster de colesterila, acaba perdendo seu lugar na estrutura micelar e por ndo

ser absorvido € eliminado pelas fezes (SANCLEMENTE, 2009).

Recentes estudos revelam que a proteina NPC1L1 estd diretamente envolvida
no transporte de esteroides para dentro da célula. Um outro transportador o ANXA2-CAV1
também pode estar envolvido nesse mecanismo, mas sua fung@o ainda ndo € clara.
Ademais, tem-se evidéncias que hd outros transportadores que podem estar associados ao
mecanismo de transporte dos esterdis como o ABCA1 e receptores CD36, a classe dos

receptores tipo SR-B1 ou SCARB1, ABCBI, entre outros (SANCLEMENTE, 2009).

Quando dentro do enterécito o colesterol é esterificado pela acil-coenzima
colesterol acistrasferase isoforma 2 (ACAT2) em éster de colesterila ou colesterol
esterificado (figura 2), que serd assim como o fitosterol, empacotado pelos quilomicrons
para serem transportados pelo sistema linfitico até a circulagio e figado

(SANCLEMENTE, 2009).
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Figura 2. Possivel mecanismo de absorcdo do colesterol e fitosterdis ja descrito na
literatura. Nos enterdcitos o colesterol € estereficado pela acetil-colesterol A aciltransferase
2 (ACAT?2). Subsequentemente, os produtos sdo empacotados nos quilomicrons e sio
transportados pelo sistema linfético até a circulag@o hepatica. C = colesterol; P = fitosterol;
CE = colesterol éster; QM = quilomicrons (adaptado de Sanclemente, 2009).

O mecanismo de transporte dos fitosterdis, dentro do enterécito, é regulado
pelas proteinas ABCGS5 e ABCGS, as quais se unem para proporcionar um transporte
heterodindmico capaz de levar os fitosterdis até a membrana plasmatica e intracelular do
Complexo de Golgi dos enterécitos. No entanto, esses transportadores parecem apresentar
uma preferéncia pelos esterdis das plantas, apesar de transportarem também o colesterol,
de volta para o limen intestinal a proteina transportadora ABCA1 também pode participar
desse processo, mas isso ainda nao esta claro (figura 3) (SANCLEMENTE, 2009).Dessa
forma, menos de 5% do fitosterol da dieta é absorvido de fato pelos enterécito e
empacotados nos quilomicrons contra 40% da absor¢do do colesterol da dieta que é

transportado pelo mesmo mecanismo (ALLAYEE, LAFFITTE, LUIS, 2000).
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Figura 3. Absorcdo de colesterol no intestino e potencial mecanismo de acdo dos
fitoster6is na reducdo da absor¢do do colesterol. C: colesterol; P: fitosterol, QM:
quilomicrons (adaptado de Patel, 2008).

Segundo a hipétese de Plat e Mensink (2002), baseado em um experimento
com animais, os fitosterdis agiriam no aumento da expressdo da ABCAI, de forma que
poderiam converter um receptor X agonista do figado (LXR) que ativaria a expressdo das
proteinas ABC. O receptor LXR tem fun¢do central no controle da transcricdo do
metabolismo de lipidios; uma vez ativado ele esta envolvido na absor¢do do colesterol,

efluxo, transporte e excrecio (ZELCER;TONTONQZ, 2006).

Assim, desordens autossOmicas recessivas causadas pela mutacdo dos genes
das proteinas ABC sdo responsaveis pela doenga rara fitosterolemia ou sitosterolemia de
forma a gerar uma hiperabsor¢ao de fitosterol bem como de colesterol (IGEL et al., 2003).
Além disso, o surgimento de polimorfismo no gene ABCGS altera a concentracio
plasmaética de fitosterol em animais saudaveis concluindo o papel da ABCGS na regulacio
da absor¢ao dos colesterdis nao esteroidais (BERGER, JONE, ABUMWEIS, 2004).

No figado, os fitosterdis, assim como os colesterdis, podem ser transportados

para os tecidos periféricos pela VLDL e LDL, podem ainda serem convertidos em sais
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biliares ou apenas transportados para a vesicula biliar para serem excretados. Nos tecidos
periféricos o transportador ABCA1 também pode participar desse processo, ele entrega o

colesterol para a HDL transporté-lo até o figado (ALLAYEE, LAFFITTE, LUIS, 2000).

2.4 Acao anti inflamatoria e antioxidante

Os fitosterdis sdo importantes na dieta humana ndo apenas por apresentar papel
fundamental na reducdo do colesterol plasmético, mas também por apresentar grande
potencial para a prevencdo do desenvolvimento de DCNT, como a aterosclerose e

obesidade (WOYENGO, RAMPRASATH, JONES, 2009).

O aumento da concentracdo de 4dcidos graxos e de seus metabdlitos toxicos
(acil-CoA lipidico, diacilglicerol, ceramida) no musculo, figado, adipécitos, células beta e
tecidos arteriais contribuem para a disfuncdo de células beta, aterosclerose acelerada e
reducdo da sensibilidade a insulina em diferentes tecidos (DEFRONZO, 2010). Esta
lipotoxicidade pode induzir ao processo de estresse oxidativo e inflamatério, que tem como

consequéncia a resisténcia a insulina (SOHET et al., 2009).

Quanto ao processo inflamatdrio este estd associado a uma cascata de liberagdo
de citocinas inflamatérias e células imunitirias na corrente sanguinea para promover

estabilizacdo do quadro (MOORE; TABAS, 2011).

Fitoster6is presentes na dieta, reduzem a absor¢do de colesterol biliar e
colesterol, e esta propriedade pode estar também relacionada na redugdo da aterogénese.
Animais suplementados com fitosterdis apresentaram elevagdo da concentracdo de IL-10
circulante e reducdo da IL-6 e TNF-a produzidos pelas células do bago com associagdo da
reducdo de 60% da aterosclerose. De modo que dentre os mediadores anti-inflamatérios
estudados e apresentados na literatura, a interleucina 10 (IL-10) tem papel fundamental

protetor na doenca aterosclerdtica (NASHED et al., 2005).

Sendo assim, a associagdo da reducdo da absor¢do do colesterol ird reduzir a
existéncia de LDL oxidada e reducdo das células imunes, pois a LDL oxidada produz
lisofosfatidilcolina e esterdis oxidados, que ativam os macréfagos e células dendriticas a
produzirem espécies reativas de oxigénio. A deterioracdo p6s formacdo fibrosa vai gerar

um nucleo necrdtico cheio de lipidios. A capa fibrosa formada ird sofrer lesdo pelo
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processo necrotico estando assim susceptivel a ruptura e formagéo de trombo (NASHED et

al., 2005; MOORE; TABAS, 2011).

Consequentemente, pelo processo elucidado ird gerar a secrecdo e producdo de
citocinas e espécies reativas de oxigénio, que serdo reduzidas na presenca de fitosterol que
apresenta a finalidade da redug@o do colesterol circulante. No entanto, ndo esta claro que o
tratamento de animais com fitosterol aumente a IL-10 ou se esse aumento € apenas uma
consequéncia da redug@o do colesterol plasmdtico promovido pelos fitosteréis (NASHED

et al., 2005).

Ha possibilidade de que o aumento da concentracdo do colesterol plasmético
altera as células T das membranas, que resulta na alteragdo da produgdo de citocinas. As
células T estdo em um subgrupo da membrana dos linfocitos que sdo responsaveis pela
secrecao de IL-10. Outro possivel mecanismo, observado pelo estudo de Nashed et al.
(2005) é que o fitosterol dietético esta direta ou indiretamente ligado na propor¢do de
varios subgrupos das células do baco o que poderia resultar na produgéo de citocinas pré

inflamatorias.
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Transcript)

Abstract
This study aims to evaluate the effects of dietary conjugated linoleic acid (CLA) and

phytosterol supplementation and their combination added to high fat diet to verify their
action on the satiety hormones, food intake, weight loss and peripheral glucose intolerance
and insulin resistance in healthy rats. Twenty-one-day-old male healthy Sprague-Dawley
rats were divided into five groups (n=5): Standard group (P), Standard High-Fat group
(HF), and three high-fat groups fed diets with 2% CLA added (HC), 2% phytosterol (HP)
and 2% CLA plus 2% phytosterol (HS). The standard diet was AIN-93G with 12% protein
and 4% vegetable oil; the high-fat diet contained 12% protein and 35% fat (4% vegetable
oil and 31% animal fat). The experimental period lasted 8 weeks. The groups receiving
supplements showed a significant reduction of retroperitoneal and epididymal adipose
tissue as compared to the HF group (p <0.05). However, there was no improvement in
insulin resistance and glucose in either supplemented group (p <0.05). The leptin decreased
only in the groups that were receiving CLA (p <0.05). All supplemented groups showed a
reduction in diet consumption, but the groups that received the supplements showed weight
reduction compared to the HF group (p <0.05). The animals that received the supplements
alone or in combination showed reduced fat mass and the effect was potentiated in the
group HS, but there was no improvement in ghrelin, adiponectin insulin and glucose
resistance. The supplements alone or in combination promoted reduction of food intake

and also promoted weight loss in experimental animals.

Key Words: High-fat diet, CLA, phytosterol, regulation of satiety hormones, fat loss.
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1. Introduction

Obesity is becoming one of the most serious public health problems worldwide
and is generally associated with chronic diseases such as diabetes (Kalupahana et al.,
2012). Some food compounds are linked to benefits in health as they modulate oxidative
stress, hormones and inflammation (Fahami et al. 2005; Kremyda et al., 2011; Marineli,

Marques, Furlan, & Maréstica Jr, 2012; Almoosawi, Prynne, Hardy & Stephen, 2012).

Conjugated linoleic acid (CLA) is a fatty acid found in milk and meat of
ruminants. The isomers which exhibited biological activity are CLA trans-10, cis-12 (¢-10,
c-12) and CLA cis-9, trans-11 (c-9, t-11) (Vyas, Kadegowda, & Erdman, 2012). The
isomer ¢-9, t-11 represents approximately 80% of fats produced by ruminants, moreover
CLA ¢-9, t-11 and 10, c-12 are also abundant in commercial mixtures, being
approximately 30-40% of each isomer (Andreoli, Gonzalez, Martinelli, Mocchiutti, &
Bernal, 2009).

Some previous studies have determined the power of CLA in altering body
composition, providing increased lean body mass and decreased fat mass, in order to
modulate lipogenesis; furthermore, some researchers have proved that CLA could exert an

antioxidant role, possibly by its influence on lipid auto-oxidation (Park & Park, 2007).

Like other lipids, steroidal plant compounds also regulate processes and
support the structure of cell membranes. Phytosterols differ minimally from the chemical
structure of cholesterol (Ostlund, Racette, Okeke, & Stenson, 2002). They are considered
bioactive compounds, since they are responsible for the reduction of LDL cholesterol
circulation, as well as reduction in body weight (Brufau, Canela, & Rafecas, 2008). In
addition, these compounds are considered to play antioxidant and anti-inflammatory roles,
and they are potentially important in preventing the adverse effects of obesity (O’Shea,

Bassaganya-Riera, Mohede, 2004; Micallef, Garg, 2009).

Vegetable foods are presented in literature as having an important
advantageous effect due to their biological activity and synergy with other foods to
minimize or eliminate adverse effects (Jacobs & Steffen, 2003). Recently it was shown that
the extract from a marine plant in combination with CLA not only reduced the body

weight, but also the adipose tissue, glucose and leptin (Hu et al., 2012).
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In this view, the supplementation of CLA in association with the antioxidant
protection, like phytosterol, could minimize the deleterious action of CLA and potentiate
the anti obesogenic effect. Thus, the aim of the present study was to investigate the effect
of CLA and phytosterol supplementation, alone or in combination, in relation to satiety
hormones, glucose and insulin resistance, weight loss and adipose tissue, and feed

consumption on male Sprague-Dawley rats fed a high-fat diet.

2. Materials and methods

2.1 Experimental animals and procedures

Twenty-five Sprague-Dawley rats, male and newly weaned, were divided in
five groups (n=5) randomly, being lodged during the tests in individual metabolic cages.
After this division, the animals remained in acclimatization for 7 days and in experiments

for 8 weeks.

2.1.1 Animals and experimental design

The animals used in the biological tests were from the University of Campinas
Breeding Center. The experiments were subject to the approval of the Ethics Commission
on Animal Experimentation (CEEA/UNICAMP) (Permission n® 2417-1) and followed the

ethical requirements of the Brazilian College in Animal Experimentation (COBEA).

Twenty-one day old healthy Sprague-Dawley rats were divided into five
groups (n=5): Standard group (S), Standard High-Fat group (HF), and three high-fat
groups fed diets with 2% CLA added (HC), 2% phytosterol (HP) and 2% CLA plus 2%
phytosterol (HS).

The animals were kept in individual cages with water and food ‘ad libitum’ and
remained in a temperature (22 £ 1°C) and moisture (60-70%) controlled environment in a

cycle of light/dark of 12 hours during the entire experiment.

2.2 Diets and supplements

The formulation of diets followed the recommendations of the American
Institute of Nutrition (AIN-93G) (Reves, Nielsen, Fahey, 1993); their compositions are
shown in Table 1. Two control diets were administered in all experiments: one standard

diet, elaborated according to the AIN-93G, with a concentration of crude protein of 12%

24



(Goena et al., 1989); and a AIN-93G modified hyperlipidemic diet with 12% protein and
35% lipids (4% of vegetable origin, soy oil and 31% of animal origin, swine fat) (Cintra,

2008).

Table 1 Composition of experimental diets (g/kg).

Ingredients S HF* HC" HP* has
Casein (85.79% protein) 135.74 135.74 135.74 135.74 135.74
Cornstarch 438.05 261.25 261.25 261.25 261.25
Dextrinized cornstarch 145.47 86.76 86.76 86.76 86.76
Sucrose 110.21 65.78 65.78 65.78 65.78
Soybean oil 70.00 40.00 40.00 40.00 40.00
Safflower oil (linoleic acid) 25.33 24.34 - - -
CLA Tonalin® - - 24.34 - 24.34
Phytosterols Vegapure® - - - 31.30 31.30
Fat pig - 310.00 310.00 310.00 310.00
Fiber 50.00 50.00 50.00 50.00 50.00
Mineral mix® 35.00 35.00 35.00 35.00 35.00
Vitamin mix® 10.00 10.00 10.00 10.00 10.00
L-Cystine 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00
Choline bitartrate 2.50 2.50 2.50 2.50 2.50
Tert-butylhydroquinone 0.014 0.014 0.014 0.014 0.014

*Caloric diet was very similar amongst the groups. ® Mineral and Vitamin mix were prepared according
AIN-93G (Reeves, Nielsen, & Fahey, 1993) . Group S (Standard): diet AIN-93G + 2% safflower oil. Group
HF (High-fat standard): modified AIN-93G diet: 35% (g) lipids, being 4% vegetable origin (soy oil) and 31%
animal origin (pork fat). Group HC (High-fat Enriched Experimental): standard high-fat diet enriched with
2% conjugated linoleic acid (CLA Tonalin®). Group HP (High-fat Enriched Experimental): standard high-fat
diet enriched with 2% phytosterols (Vegapure®). Group HS (High-fat Enriched Experimental): standard
high-fat diet enriched with 2% of conjugated linoleic acid (CLA Tonalin®) and 2% de phytosterols
(Vegapure®).

As for supplements, 2% of the 50:50 (c-9, #-11 : #-10, c¢-12) mixture of CLA
and 2% phytosterols were used. All diets were added together with 2% safflower oil in

order to balance energy intake (data not shown).

Gas chromatography was used to determinate fatty acids (table 2), and
phytosterols of the supplements and other lipid sources (phytosterols Vegapure®, CLA
Tonalin®, soybean oil, safflower oil and pig fat). Phytosterols were detected in each oil
supplement: 10g/100g in soybean oil, 53.98g/100g in Phytosterols Vegapure® and
25.5g/100g in safflower oil. The Phytosterols Vegapure® sample used in this work

contained 30% campesterol, 14.5% estigmasterol and 46.6% beta sitosterol.
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Table 2. Composition of the supplements’ fatty acids used in experimental diets .

. Phytosterol .
Fatty acids (0(7:; ToSchJll; ® Veigg%z;‘re@) Ar;:tlal
(%) (%) (%)
Soy Safflower
C8:0 (Caprylic acid) 0.03
C10:0 (Capric acid) 0.04 0.09
C12:0 (Lauric acid) 0.04 0.04 0.10
C14:0 (Myristic acid) 0.08 0.10 0.04 1.29
C15:0 (Pentadecanoic Acid) 0.03 0.04 0.08
C16:0 (Palmitic acid) 10.79 6.23 1.85 6.05 2336
C16:1 cis-9 (Palmitoleic acid) 0.10 0.07 0.03 2.54
C17:0 (Margaric acid) 0.09 0.05 0.05 0.35
C17:1 (Margaroleic acid) 0.05 0.04 0.03 0.25
C18:0 (Stearic acid) 3.06 2.30 2.84 3.70 12.29
C18:1 cis-9 (Oleic acid) 26.34 13.15 13.68 24.04 39.22
C18:2 9-c, 12-t (Trans Linoleic acid) 0.19 0.15 0.44 273
C18:2 9-c, 12-¢ (Linoleic acid) 51.77 76.60 0.32 65.11 15.29
C18:2 9-¢, 11-t (CLA) 39.25
C18:2 10-t, 12-¢ (CLA) 39.15
C18:3 trans (Octadecatrienoic acid) 0.55 2.20
C18:3 (Octadecatrienoic acid) 5.79 0.13 0.47 0.58
C20:0 (Arachidic acid) 0.33 0.35 0.20
C20:1 (Gadoleic acid) 0.23 0.19 1.65
C22:0 (Behenic acid) 0.45 0.23 0.63
C24:0 (Lignoceric acid) 0.16 0.09
C24:1 (Nervonic acid) 0.23
Total 100 100 100 100 100

*Data are expressed as relative percentages of total methyl esters.

2.3 Monitoring of food intake and weight gain of animals

During the experimental period, the diet consumption evaluation and the
verification of the weight gain were done every other day and once a week, respectively.

Furthermore, the diets were replaced twice a week to minimize lipid oxidation.

2.4 Determination of the hormone levels

Blood samples were collected and transferred to polyethylene tubes without
anticoagulant to obtain serum. The tubes were centrifuged at 4°C, 3000 rpm for 10

minutes. Serum and plasma were separated and stored in a freezer at -80 °C until analysis.
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Insulin hormones, adiponectin, ghrelin and leptin were determined in the rat’s serum using
kits from Cayman Chemical and analyzed by the method of Enzyme-Linked Immuno-
Sorbant Assay (ELISA) by multiplex assays, that consisted, basically, in the capture of
antibodies and detection of antibodies specific to the hormones of interest (Leng et al.,
2008). For determination of epididymal and retroperitoneal adipose tissue, the tissue was

first removed, and then weighed.

2.5 Glucose Tolerance Test (GTT) and Insulin Tolerance Test (ITT)

The degree of sensitivity to insulin was measured in the last experimental
week, through the GTT (indirect) and ITT (direct) methods. Glucose was determined using
Optium Xceed (Abbott Diabetes Care), using appropriate test strips. The blood samples
were collected by the caudal vein of the animals and the results were expressed in mg/dL.
For GTT, the experimental animals remained in an overnight fast of 12 hours. After
measurement of caudal blood glucose in zero time, glucose was injected into the peritoneal
cavity at a concentration of 1.1 mmol/kg of body weight. The samples were collected at 30,
60, 90 and 120 min after injection of glucose solution in order to determine the rate of
reduction of blood glucose concentrations. For ITT, the samples were collected at 5, 10,
15, 20, 25 and 30 min after administration into the peritoneal cavity of 0,75Mu/kg of
human insulin. The area under the curve (AUC) of glucose was calculated by Oringin

software (Bonora et al.,1987; De Furia, 2009).

2.6 Statistical analysis

Data were expressed as mean valuestS.E.M. One-way Analysis of Variance
(ANOVA) and Tukey’s test (p< 0.05) were used in order to compare the average of the

results.

3. Results

3.1 Hormones and adipose tissue

The group supplemented with CLA and CLA plus phytosterols showed a
decrease of 22% and 10% in serum leptin (p<0.0001), respectively, compared to HF group
(fig. 1 A). The levels of ghrelin and insulin were not altered due to supplementation, and
all the high fat groups showed the same results (fig. 1 B and C). But, insulin levels showed
to be decreased in the groups supplemented with CLA (7%), phytosterols (15%) and CLA
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plus phytosterol group (19%) in comparison to the HF group (p<0.05). The groups
supplemented with CLA, phytosterol and the mixture of both showed a decrease in
adiponectin of 4%, 5% and 11% respectively, compared to the HF group (fig. 1 D). On
the other hand, there were 26% and 53% reductions of fat mass provided by CLA in
epididymal and retroperitoneal tissues (p<0001). Furthermore, the group supplemented
with phytosterol (HP) also showed decreased epididymal (40%) and retroperitoneal (43%)
fat (fig 1 E and F). In the same way, the group supplemented with CLA plus phytosterol
(HS) showed reductions of 53.5% and 45% in epididymal and retroperitoneal fat.
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Figure 1. Hormonal profile and adipose tissues weight of the experimental animals at the end
of the 65 days experimental period. Hormones were determined, in the rat’s serum, using kits
and analyzed by the method of Enzyme-Linked Immuno-Sorbant Assay (ELISA). (A) Serum
Leptin. (B)Serum ghrelin. (C) Serum insulin. (D) Serum adiponectin. (E) Epididymal adipose
tissue. (F) Retroperitoneal adipose tissue. Statistical differences (Tukey's test (p < 0.05).
Group S (Standard): diet AIN-93G + 2% safflower oil. Group HF (High-fat standard):
modified AIN-93G diet: 35% (g) lipids, being 4% vegetable origin (soy oil) and 31% animal
origin (pork fat). Group HC (High-fat Enriched Experimental): standard high-fat diet enriched
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with 2% conjugated linoleic acid (CLA Tonalin®). Group HP (High-fat Enriched
Experimental): standard high-fat diet enriched with 2% phytosterols (Vegapure®). Group HS
(High-fat Enriched Experimental): standard high-fat diet enriched with 2% of conjugated
linoleic acid (CLA Tonalin®) and 2% de phytosterols (Vegapure®).

3.2 GTT and ITT

All the hyperlipidic groups developed glucose intolerance and insulin
resistance. The groups supplemented with CLA (HC) and CLA plus phytosterol (HS)
showed increases in the area under the curve on GTT compared to the standard group (S),
and a reduced area under the curve on ITT (p<0,05). Similarly, the group supplemented
with phytosterol also presented glucose intolerance, as the area under the curve was
increased accompanied by a reduction in ITT, compared to the standard group (S)
(p<0,05). These results clearly indicate an increase in glucose intolerance and insulin

resistance in the supplemented groups compared to standard group (S).
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Figure 2. Glucose Tolerance Test (GTT) and Insulin Tolerance Test (ITT) of experimental
animals. The blood samples were collected by the caudal vein of the animals, using
appropriate test strips. (A) Area of the decay rate curve by the ITT. (B) Decay rate curve
blood glucose by the ITT over time (min.). (C) Area under the curve by the GTT. (D) Decay
rate curve blood glucose by the GTT during the time (min.). Statistical differences (Tukey's
test (p < 0.05)) are represented by * or ** ( * indicates statistical difference from the HF and S
groups for the HC and HP groups; ** indicates statistical difference from the standard group
for the HP group). Group S (Standard): diet AIN-93G + 2% safflower oil. Group HF (High-
fat standard): modified AIN-93G diet: 35% (g) lipids, being 4% vegetable origin (soy oil) and
31% animal origin (pork fat). Group HC (High-fat Enriched Experimental): standard high-fat
diet enriched with 2% conjugated linoleic acid (CLA Tonalin®). Group HP (High-fat
Enriched Experimental): standard high-fat diet enriched with 2% phytosterols (Vegapure®).
Group HS (High-fat Enriched Experimental): standard high-fat diet enriched with 2% of
conjugated linoleic acid (CLA Tonalin®) and 2% de phytosterols (Vegapure®).

3.3 Feed consumption and body weight loss
Group S showed the highest diet ingestion followed by groups HF and HP. On

the other hand, the groups that received CLA and CLA plus phytosterol (HC and HS,
respectively) showed lower food consumption. However, the group supplemented with
CLA showed similar energy intake compared to group S; the rats that received phytosterols
(HP) had a 20% reduction in energy intake compared to HF.
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However, the group that received both supplements showed an increase of 11% in the
energetic intake compared with the standard High-fat group (p<0.05). The body weight of
the HF group was similar to group S and higher compared to the other groups. The groups
supplemented with CLA, phytosterol and CLA plus phytosterol showed weight reductions
of 6%, 13.5% and 17%, respectively, compared to the standard High-fat group (p<0.0001).
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Figure 3. Weight gain and reduction of the energetic intake of the rats supplemented with
50:50 mixture of CLA and phytosterols during the 65 days of experiment. Consumption was
calculated by the weight diet offered less leftover. (A) Total intake ingested. (B) Total energy
intake during the experimental weeks (C) Weight gain of the experimental animals. (D)
Weight increase of the experimental animals during the weeks of experiment. Statistical
differences (Tukey's test (p < 0.05)) are represented by *, ** *** # or A (* indicates
statistical difference from the standart group for the HC and HF group; ** indicates statistical
difference from the standart group regarding other; *** indicates statistical difference for the
HF group the HP; # indicates statistical difference from the standart group for the
supplemented groups; A indicates statistical difference from the HF group for the
supplemented group HC and HS). Group S (Standard): diet AIN-93G + 2% safflower oil.

Group HF (High-fat standard): modified AIN-93G diet: 35% (g) lipids, being 4% vegetable
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origin (soy oil) and 31% animal origin (pork fat). Group HC (High-fat Enriched
Experimental): standard high-fat diet enriched with 2% conjugated linoleic acid (CLA
Tonalin®). Group HP (High-fat Enriched Experimental): standard high-fat diet enriched with
2% phytosterols (Vegapure®). Group HS (High-fat Enriched Experimental): standard high-fat
diet enriched with 2% of conjugated linoleic acid (CLA Tonalin®) and 2% de phytosterols
(Vegapure®).

4. Discussion

The complex interaction between adipokine (adiponectin, leptin and ghrelin)
and insulin promotes direct effects in feed consumption and weight gain, which play a role
in the modulation of insulin resistance and glucose intolerance (Elbatarny et al., 2007).
Former studies already demonstrated the effect of leptin reduction in several models of
animals with induced obesity through a high-fat diet (Ricci, & Bevilacqua, 2012), but
many investigations reported the reduction of leptin by supplemented CLA using normal
and high-fat diets (Rahman et al., 2001; Parra, Serra, & Palou, 2010). In this context, leptin
is an important hormone responsible for feed consumption and body weight reduction in

rodents (Roubos et al.,2012).

Leptin resistance and hyperinsulinemia are common in obese individuals
(Schwartz et al., 2000). In this study, the HF group presented leptin resistance, as well as
the group that received phytosterol. On the other hand, there was a reduction of the serum
leptin in the group supplemented with CLA and CLA plus phytosterol, showing that the
CLA and not phytosterol acts on the action mechanism of this hormone derivative from
adipocytes. An investigation conducted by Park and Park (2010) revealed that diet
supplementation with CLA reduces adipose tissue by a mechanism involving hormone-

sensitive lipase and leptin.

Some researchers have supported that CLA and phytosterols could act on a
reduction of lipids in adipose tissue. Furthermore, CLA, mainly 10-tran, 12-cis CLA
isomers, seems to be responsible for inducing inflammatory signaling in both mouse and
human adipocytes ‘in vitro’ and ‘in vivo’ (Belda et al., 2012). Leptin secretion is directly

proportional to increased fat in adipocytes. Kennedy et al. (2010) showed that the
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supplementation of rodents with 10-trans,12-cis CLA could promote an activation of
inflammatory proteins and induction of inflammatory genes, which interfere with PPARy
transcriptional activation of target genes such as lipoprotein lipase, adiponectin (AMP1)
and aP2-GLUT4. In this inflammatory condition, an imbalance or deregulation of the
macrophages signalization attracted to adipocytes could directly influence the sensibility to
leptin. The macrophages assume the proinflammatory conformation (M1) in rats fed with
the obesity-inducing diet, aggravating the inflammation. However, another conformation
of the macrophage (M2) assumes a reliever role of the inflammatory condition and directly
influences the PPARS and PPARY, which are responsible for the lipid metabolism,

reducing the development of fat accumulation in adipose tissue (Lumeng, & Saltiel, 2011).

The mechanisms by which phytosterols promote a reduction on adipose tissue
have not been fully elucidated to date. Ebine et al. (2006) showed that phytosterol
supplementation reduced the epididymal and retroperitoneal adipose tissues as well as
weight gain. It is known that phytosterols act directly on intestinal energy absorption and
reduce LDL leading to a reduction in atherosclerosis and development of inflammation.
More investigations are needed to clarify the biological effects of phytosterols as well as

their mechanisms.

According to Misawa et al. (2008) and Misawa et al. (2012), rats and mice
supplemented with Aloe Vera phytosterols also presented reduction of the epididymal and
retroperitoneal adipose tissue, food intake and body weight. The adipose tissue reduction is
directly related to the reduction of cardiovascular diseases and improved quality of life
(Farber et al., 2011). In this way, it can be stated that the consumption of phytosterol,
decreases the risk of cardiovascular disease (Marangoni, & Poli, 2010) and metabolic
syndrome, since the weight reduction is also associated with the reduction of hypertension

and resistance to insulin and glucose (Sanclementea et al., 2012).

On the other hand, glucose intolerance and insulin resistance were detected in
the group that received the high-fat diet and high-fat diet plus supplementation. Insulin
suppresses hepatic glucose production, promotes skeletal muscle glucose and inhibits
lipolysis (Olefsky, & Glass, 2010). A chronic low-grade inflammation (subclinical)

promoted by macrophage infiltration in adipose tissue gives rise to excessive production of
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pro-inflammatory cytokines leading to insulin resistance (Festa et al., 2000). CLA and
phytosterols failed to improve insulin sensitivity in experimental animals, even reducing

significantly the adipose tissue.

Adiponectin is considered an indicator of a possible cardio-metabolic-risk
development and acts on the increase of sensibility to insulin and fatty acid oxidation,
improves glucose uptake and suppresses the production of hepatic glucose (Ricci, &
Bevilacqua, 2012). But the relationship between plasma adiponectin levels and obesity-
related and comorbidities has not been fully clarified. It is possible that Adiponectin gene is
located on chromosome 3q27, which has been reported to be linked to type 2 diabetes and
metabolic syndrome. In this way, a reduction in plasma adiponectin levels, caused by
interactions between genetic factors, and associated with environmental factors such as a

sedentary lifestyle are crucial for the development of obesity (Kadowaki et al, 2006).

Unfortunately, although expected, there was no increased of adiponectin in
supplemented groups compared to the High-fat group. Pérez-Matute et al. (2007) showed
that CLA supplementation promoted reduction of serum adiponectin and leptin in isolated
rat adipocytes. This was an expected result, because the PPARY is also responsible for the
transcription of this adipokine, and once suppressed, it will also reduce the production of
adiponectin, increasing insulin resistance and glucose intolerance (Gayet et al., 2007; Park,
& Pariza, 2007). Moreover, another study (Kouji et al. ,2011) shows that Aloe Vera
phytosterols act as PPARY ligands increasing its expression, but there was no improvement

of adiponectin in our study in the groups supplemented with phytosterol.

All the groups supplemented with CLA and phytosterol showed significant
reduction of energetic intake (except the HS group which presented an increase of 11%),
food intake and body weight. All diets contained 2% safflower oil. In the study of Hsu and
Huang (2007), rats and mice supplemented with high-fat diets plus 5%, 20% and 30% of
safflower oil presented a reduction of the food and energy intakes. Marques et al. (2012)
showed that in mice that ingested high-fat diets supplemented with 2% of CLA and 2%
CLA plus 2% of phytosterol did not present statistical difference in energy intake;

however, the authors found a 35% reduction in body weight in both groups.
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According to Ebine et al. (2006), the phytosterol ester (also present in
phytosterols covalently bound to ascorbic acid), is transformed into disodium ascorbyl
phytostanyl phosphate when ingested together with the diet. The latter seems to be the
responsible agent for the effect on reduction of body weight gain and consumption, but the

mode of action is still not known.

The modulation of diet intake by CLA seems to be related to the action of
leptin in the hypothalamus (Wang, & Jones, 2004). The central nervous system (CNS) is
responsible for controlling the food intake and weight gain, and the leptin acts in CNS
playing a role in homeostasis of energy regulation and signaling in the hypothalamus,
specifically in the arc ventricular (Morton et al., 2006). The neurons co-expressing
neuropeptide Y (NPY) and agoutigene-related protein (AgRP) are strong appetite
stimulants. On the other hand, in the hypothalamic arcuate nucleus, the proteins co-express
pro-opiomelanocortin (POMC) and cocaine-and amphetamine-regulated transcript (CART)
inhibit appetite (Flier, 2004). Leptin activates the neurons POMC/CART and inhibits
NPY/AgRP (Morton et al., 2006), reducing food intake and stimulating energy

expenditure.

In addition, it was confirmed by Cao et al. (2007), that the CLA also inhibits
the NPY/AgRP by reducing the mRNA expression, but does not interfere with the
stimulation or inhibition of POMC, indicating a possible anorectic effect of CLA. Cao used
a mixture of CLA (c-9,¢-11 : #-10, c-12 , 50%:50%) added to the Sprague-Dawley diet and
observed a reduction of body weight and epididymal and retroperitoneal adipose tissue

accompanied by a reduction of food intake. These results agree with our study.

Ghrelin has a fundamental role in the process of stimulation, production and
secretion of orexigenic neuropeptides suppressed by POMC (Stevanovic et al., 2012). In
the study by Gomes et al. (2012) rats fed with high-fat showed 20% and 29% reductions in

total plasma ghrelin levels after 10 and 60 weeks, respectively.

According to Briggs et al. (2010), there is a resistance to the action of
plasmatic ghrelin by reduction of response and the suppression of NPY/AgRP in obesity.
Ghrelin levels show negative correlation with leptin, insulin and body fat according to

investigations performed by Tschop et al. (2001), Punell et al. (2003) and Zhu et al. (2010).
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In our study, ghrelin levels were low in the supplementary groups as well in the high-fat

standard group.

5. Conclusion

In summary, diet supplementations with CLA, phytosterols or their
combination, for 65 days were effective in reducing body fat, adipose tissue and feed
consumption. Furthermore, CLA, but not phytosterols, modulated the action of leptin in
obesity. Both supplements did not reverse the process of glucose intolerance and insulin
resistance resulting from obesity induced by a high-fat diet. More research must be
performed, mainly in the investigation of the action mechanisms of phytosterols and of

CLA plus phytosterols.
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Resumo

Acido linoléico conjugado (CLA) e o fitosterol apresentam efeito na reducio da esteatose
hepédtica e melhora do sistema antioxidante. Nesse contexto, o objetivo deste estudo é
verificar o efeito do CLA e/ou fitosterol nas enzimas do estresse oxidativo, bem como a
peroxidacdo lipidica. Ratos Sprague-Dawley de 21 dias de vida foram divididos em 5
grupos (n = 8): Grupo padrdo (S), Grupo padrao High-Fat (HF) e trés grupos high-fat com
adicao de CLA (HC), fitosterol (HP) e fitosterol mais CLA (HS). O periodo experimental
durou 65 dias. Houve redugéo das enzimas antioxidantes bem como da glutationa total e
reducdo de 8-F,-isoprostana e MDA plasmatico nos grupos que receberam CLA e
fitosterol, comparado com o grupo high-fat padrdo. No figado houve aumento de MDA
para todos os grupos que receberam dieta high-fat, por outro lado, houve reducdo de peso
do figado e da 4rea das gotas de gordura hepdtica nos animais que receberam os
suplementos. CLA e fitosterois conseguiram reduzir a esteatose hepdtica ndo alcodlica,
acidos graxos saturados circulantes e aumentaram os acidos graxos polinsaturados.

1. Introducao

O desequilibrio nutricional causado pelo consumo de alimentos mais
energéticos associado ao sedentarismo desencadeia a obesidade (Mangou et al., 2012).
Caracterizada por ser uma doenga de desordem metabdlica, é responsdvel direta pela
diabetes tipo 2, sindrome metabdlica e doenca hepatica nio alcodlica (DHGNA), devido a

inflamacao cronica subclinica que causa (Vyas et al., 2012).

DHGNA geralmente € assintomdtica e apresenta aumento dos glébulos de
gordura no figado pelo acumulo de lipidios em forma de triglicérides, que dispara a
producdo de citocinas inflamatérias como TNF-a e interleucinas (Gregor & Hotamisligil,
2011). A presenca constante de citocinas pré-inflamatdrias ao longo de anos gera a esteato-
hepatite ndo alcodlica (EHNA) que é caracterizada pela presenca de inflamacéo resultando
no recrutamento de infiltrados de células imunes como as células de Kupffer, o que leva a

apoptose e fibrose celular (Sun & Karin, 2012).

A progressdo desse quadro inflamatério prejudica a funcdo mitocondrial
ocasionando prejuizo na oxidagdo dos dcidos graxos e producdo aumentada de espécies
reativas de oxigénio (Romero-Sarmiento, Soto-Rodriguez, Arzaba-Villalba, Garcia, &
Alexander-Aguilera, 2012; Sun & Karin, 2012). O estresse oxidativo é um processo

resultante do desequilibrio entre a formacdo das espécies reativas de oxigénio ou outros
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pré-oxidantes e o limite de defesa do sistema antioxidante, que € o gatilho para agravar o
dano ja instalado pela inflamagdo levando a cirrose hepdtica, hepatocarcinogénese e

faléncia do figado (Rolo, Teodoro, & Palmeira, 2012).

No entanto, existem meios de reverter o quadro de DHGNA e EHNA, gerados
pela obesidade e inflamag@o, por meio da reducdo de massa corporal com exercicio fisico e
controle dietético (Gregor & Hotamisligil, 2011). Além disso, hd alimentos que
potencializam a redu¢do de massa gorda, como € o caso de alguns lipidios bioativos como
o 4cido linoléico conjugado (CLA) e o fitosterol (Vyas et al., 2012). Esses compostos
apresentam efeito na reducdo da gordura corporal com preservagdo da massa magra e
reducdo do estresse oxidativo, porém efeitos adversos como esteatose hepdtica ja foram
verificados no CLA (Ebine, Demonty, Jia, & Jones, 2006; Mannarino et al., 2009; Park &
Pariza, 2007).

Nesse sentido, o escopo do presente trabalho foi investigar a agdo do CLA e
dos fitosterdis sobre os efeitos hepaticos e sua influencia na modulagdo do sistema

antioxidante, em ratos Sprague-Dawley induzidos a obesidade por dieta high-fat.

2. Materiais e métodos

2.1 Animais experimentais e procedimentos

Quarenta ratos da espécie Sprague-Dawley, machos e sauddveis foram
divididos em cinco grupos (n=8) aleatoriamente, mantidos em gaiolas metabdlicas
individuais por todo o periodo de experimento. Apds a divisdo, os animais permaneceram

7 dias em aclimatacdo e 65 dias em experimento.

2.2 Animais: caracteristicas e desenho experimental

Os animais utilizados para o teste biolégico sdo originarios do Biotério Central
da Unicamp (CEMIB) da Universidade de Campinas (Unicamp). O experimento foi
submetido e aprovado pela Comissio de FEtica em Experimentacio Animal
(CEEA/UNICAMP) (Permisao n° 2417-1) e seguiu os termos éticos do Colégio Brasileiro
de Experimentacdo Animal (COBEA).
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Os quarenta ratos Sprague-Dawley foram divididos em cinco grupos (n=8): grupo padrdo
(S), grupo padrdo High-Fat (HF), e trés grupos que receberam dieta padrdo high-fat
experimental com adi¢do de 2% de CLA (HC), outra com adicdo de 2% fitosterol (HP) e o
ultimo com adi¢do de 2% de CLA mais 2% fitosterols (HS).

Os animais foram mantidos no sistema de livre acesso a dgua e comida em ambiente de
temperatura e umidade controlados: 22 * 1°C e 60-70% respectivamente, € com ciclo

claro/escuro de 12 horas durante todo o periodo experimental.

2.3 Dietas e suplementos

A formulacdo das dietas seguiram as recomendacdes da American Institute of
Nutrition (AIN-93G) (Reves, Nielsen, Fahey, 1993). As dietas padrao foram administradas
em todo o experimento e elaboradas de com concentracdo de 12% de proteina (GOENA et
al., 1989); e a dieta padrao high-fat com 12% de proteina e 35% de lipidios, sendo 4% de

6leo vegetal (6leo de soja) e 31% de origem animal (gordura suina) (Cintra. 2008).

Quanto aos suplementos foram utilizados 2% da mistura dos isomeros de CLA
trans-10,cis-12 (-10,¢-12) e CLA cis-9,trans-11 (c-9, t-11) e 2% de fitosterdis. Todas as
dietas apresentaram em sua composi¢do 2% de dleo de cartamo para igualar a energia

(dados ndo apresentados).

2.4 Enzimas do estresse oxidativo e marcadores de oxidacao lipidica

Os marcadores do estresse oxidativo superoxido desmutase (SOD), catalase
(CAT), glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase (GRd) e marcador antioxidante
endogeno glutationa total (GSH) bem como a 8-iso-PGF2a-isoprostana foram analisados
por meio de kits comerciais com leitura da absorbancia em ELISA (Santos-Zago, Botelho,
& de Oliveira, 2007). Para a determinacdo do dcido tiobarbitirico (TBARS - segundo
produto da oxidacdo de lipidios), o método proposto utilizado foi por Ohkawa; Ohishi;
Yagi (1979). O método € baseado na formacao de pigmentos avermelhados composto por 2
moléculas de acido tiobarbitirico e 1 de malondialdeido (MDA). Os resultados sao
expressos em nmol de MDA/kg peso do figado e em nmol de MDA/ml para a anélise no

plasma dos animais (Ohkawa, Ohishi, & Yagi, 1979).
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2.5 Analise microscopica do tecido hepatico

Foram selecionados, aleatoriamente, trés animais de cada grupo do
experimento totalizando n=15 para andlise do tecido hepitico de forma a quantificar a
presenca de glébulos de gordura. O preparo das amostras foi realizado de acordo com as

instrugdes do kit comercial Embedding® LAICA HistoResina.

O figado de cada animal foi retirado, lavado com solucdo fisioldgica e
realizado um corte de 3mm” no glébulo direito do 6rgdo. A amostra foi colocada em uma
solu¢do fixadora de formol-célcio (3 g de cloreto de célcio em 100ml de paraformaldeido
4% em tampdo fosfato 0.1M pH7.4) durante 24-48 horas a 4°C. Em seguida, os

fragmentos foram fixados em tetréxido de ésmio a 1% por 2 horas a temperatura ambiente.

Em seguida, o processo de lavagem ocorreu em tampao fosfato 0.05M em pH
7.4 por 3 vezes. A desidratacdo foi em gradiente crescente de etanol em dgua. Ao final
desse processo, foi preparado uma mistura para embebi¢do em historesina. Primeiramente,
na propor¢do etanol:resina 1:1 e depois etanol:resina 1:2 ambos permaneceram nessas
proporcdes por 1 hora a temperatura ambiente. Em seguida, foi adicionada resina pura
(overnight). Logo apds, foi acrescentado resina pura com acelerador por mais 1 hora

finalizando a polimerizagéo.

Para andlise da drea das gotas de gordura foi primeiramente escolhido uma
regido ao redor do sistema porta-hepdtico, pois as gotas de gordura sdo identificadas nos
hepatécitos principalmente ao redor da veia central, indicando fortemente o inicio do
processo de esteatose (Inoue et al., 2005). Em seguida, a imagem era registrada por uma

camera para posterior cdlculo de area pelo programa Image-Pro Plus.

2.6 Analise cromatografica do soro dos animais

Para a aplicacdo da MPCA (Anélise de Componentes Principais Multimodo) e
cromatografia bidimensional, para o soro de rato, sob diferentes dietas foram utilizadas
solug@o aquosa saturada de CH3ONa 99% e iso octano. Para extracdo dos dcidos graxos
das amostras, que foram realizadas por LPME (microextragdo liquido-liquido), foram
utilizados frascos de fundo conico com capacidade de 250 pL. Testou-se diferentes
proporcdes entre volume de amostra, isso octano e solucdo de CH30ONa. As proporgdes

testadas foram 50:200:50, 60:130:60, 70:110:70 e 80:90:80. As amostras foram
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descongeladas e homogeneizadas. Ao frasco de fundo conico adicionava-se a amostra, o
isoctano e a solucdo, agitava-se no vortéx por 2 minutos. Aguardava-se a separacido de
fases por 1 minuto, e o sobrenadante era injetado no cromatdgrafo. Para andlise por
cromatografia gasosa, utilizou-se um cromatdgrafo Agilent 5890 com deteccio por FID, no
proprio laboratério, sendo as condigdes cromatograficas mostradas a seguir: set de colunas
HP-5-Spwax, temperatura do injetor 250 °C, temperatura do detector 250°C, sendo o forno
com temperatura inicial de 170°C, com um aumento de 5°C por minuto até 270°C, onde
permaneceu por mais 5 minutos, a uma vazao de 0,6 mL min-1, H2 como gis de araste e

periodo de modulacado de 6 segundos.

Para verificacdo do perfil cromatogrifico das amostras de soro de rato, foi
realizada uma andlise exploratoria, ou MPCA. Para dados de ordem superior foi necessario
empregar a extensdao multilinear (MPCA, Andlise Multilinear de Componentes Principais).
Os dados na forma de arranjo tridimensional foram decompostos por MPCA na soma do

produto de vetores e matrizes pesos, mais uma matriz de residuos.

Para realizacdo desta andlise foram utilizados os cromatogramas brutos entre 4
e 14 minutos. As andlises foram realizadas utilizando o programa MATLAB versido 7.9.0 e

o PLStoolbox 5.22.

2.7 Analise estatistica

Os dados sdo expressos em valores de media + desvio padrdo. Andlise de
Variancia (ANOVA) One-way e teste de Tukey’s (p< 0.05) foram usados em ordem para
comparar as médias dos resultados para os dados paramétricos, e para dados ndo

paramétricos foram utilizados testes de Kruskal-Wallis.

3. Resultados

3.1 Perfil do estresse oxidativo

As enzimas do sistema antioxidante, CAT e GPx, apresentaram-se reduzidas
nos grupos suplementados com CLA, fitosterol e CLA mais fitosterol (p<0.05) (fig. 1B e
E), mas o SOD apresentou reducdo apenas no grupo suplementado com CLA mais
fitosterol comparado com o grupo high-fat padrdo (p<0.05) (fig. 1A). A enzima glutationa
reduziu também em todos os grupos suplementados (fig. 1C), no entanto a GRd reduziu
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apenas nos grupos com CLA e fitosterol comparado com o grupo high-fat padrio e o grupo
que recebeu ambos suplementos apresentou a mesma quantidade de GRd que o grupo

padrdo (S) (fig. 1D).

Os marcadores de dano lipidico MDA e 8-isoprostana apresentaram-se
alterados no plasma. O MDA reduziu no grupo suplementado com fitosterol, no entanto o
grupo que recebeu CLA, apesar de apresentar redugdo do marcador ndo apresentou
diferenca em relagdo ao grupo high-fat padrdo e o grupo que recebeu CLA mais fitosterol
apresentou maior quantidade de MDA. quando comparado com o grupo high-fat padrdo
(p<0.05) (fig 1F). Houve redugdo da lipoperoxidacdo plasmdtica pelo marcador 8-
isoprostana. que apresentou redu¢do de aproximadamente 35% nos grupos suplementados
com CLA e fitosterol e 23% no grupo suplementado com ambos suplementos, comparado

com o grupo high-fat padrao (p<0.05) (fig. 1G).
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Figure 1. Perfil das enzimas antioxidantes e marcadores de oxidag@o lipidica no plasma de ratos
Sprague-Dawley suplementados com dieta high-fat. (A) Superéxido desmutase. (B) Catalase. (C)
Glutationa (D) Glutationa redutase. (E) Glutationa Peroxidase. (F) Malondialdeido plasmaético. (G)
8-F,-Isoprostana.
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3.2 Perfil hepatico

Quanto ao peso do figado os grupos suplementados com CLA, fitosterol e
ambos apresentaram redugdo de peso significativo em relagdo ao grupo high-fat padrao
(p<0.05) (figura 2A). No entanto, quando verificado a quantidade de gordura hepdtica
houve aumento apenas no grupo suplementado com fitosterol e reducdo de gordura no
grupo suplementado com CLA mais fitosterol (p<0.05) (figura 2B). O malondialdeido
(MDA), produto secundério de peroxidacao lipidica, ndo apresentou diferenca significativa
(p<0.05) entre os grupos suplementados em comparagdo com os grupos controles S e HF

(figura 2D).

(A) (B)
bec a
—_ [
= —_ c
- e =
5 T
g E
.|
2
<& & P
(€) (D)

. 251 154
CE a ab ab =
3 201 E
p = a a a a
S 154 d g 104
5 = b
Y
= 5
£ E
<L .|

1

o 2 o

J & & % & @

Figura 2. Caracteristicas do figado dos ratos Sprague-Dawley. (A) Peso do figado. (B) Gordura hepética.
(C) Area das goticulas de gordura. (D) MDA do figado.

51



A érea das gotas de gordura foram significativamente menores nos grupos
suplementados (p<0.05) (figura 2C). Por outro lado, ao visualizar as imagens histoldgicas
fica claro, que o grupo que consumiu CLA apresentou gotas de gordura pequenas, porém
em grande quantidade, em comparacdo com os demais grupos suplementados, que
apresentaram um padrio de gotas de gordura maiores em compara¢do com o grupo High-

fat padrao (figure 3).
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Figure 3. Efeito das dietas experimentais no figado dos ratos. Tamanho da imagem: lente 20X. Esferas de
goticulas de gordura estdo em preto pela absor¢do do sulfato de 6smio. H = Sistema Porta-Hepético. S =
(Grupo Padrdo): dieta padrao AIN-93G + 2% 6leo de canola. HF = (Grupo padrdo High-fat): AIN-93G
modificada: 35% de gordura: 4% de 6leo vegetal (soja) e 31% de origem animal. HC = (Grupo dieta
high-fat enriquecida) com 2% de 4cido linoléico conjugado (Tonalin CLA®). HP = (Grupo dieta high-fat
enriquecida) com 2% de fitosterol (Vegapure ®). HS = (Grupo dieta high-fat enriquecida) com 2% de
acido linoléico conjugado (Tonalin CLA ®) e 2% de fitosterol (Vegapure ®).
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3.3 Acidos graxos presentes no sangue

Houve redugdo dos acidos graxos saturados palmitico, estedrico e araquidico
nos grupos que receberam suplementacdo de CLA, quando comparado com o grupos
padrdo high-fatr (HF) (p<0,05). Todos os grupos suplementados com CLA e fitosterol
aumentaram a quantidade de 4cido graxos polinsaturados, principalmente os acidos oléico
e linoléico nos grupos suplementados com CLA e aumento do dcido 7Z,14Z-
eicosadiendico nos grupos suplementados com fitosterol, quando comparados com o grupo

HF (p<0,05) (tabela 1).
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Tabela 1. Perfil de 4cidos graxos no soro dos ratos Sprague-Dawley.

Standard® High-Fat" HC® HP! HS*
M+ DV M + DV M+ DV M + DV M % DV

Acidos Graxos Saturados
C14:0 Acido miristico 3.04 +0.45" 1.01 +0.18¢ 1.28 +0.32 1.82 +0.33% 2.27+0.57°
C16:0 Acido palmitico 4247 +4.75° 23.03 £2.14° 15.81 + 1.89° 22.66 + 2.86° 24.75 £ 1.33°
C18:0 Acido estedrico 497 +291° 21.14 + 4.40° 10.52 +0.59° 18.34 + 5.06" 6.95 +0.54"
€20:0 Acido araquidico 19.01 + 4.05% 20.56 + 7.64° 12.40 + 1.58° 2434 +7.64° 16.26 + 1.57
C22:0 Acido docosanéico 6.58 + 3.82% 8.32+3.51° 1.97 £0.16° 233 £0.33¢ 3.14 +0.43"
Acidos Graxos Polinsaturados
C16:1-n3 Acido 13-hexadecenoico 2.28 +0.43" 0.81 £0.15° 0.70 + 0.06° 1.34 £0.35° 1.72 £0.19°
C18:1-n9 Acido oléico 8.16 + 1.65 10.52 +4.74° 17.65 + 0.66° 7.45 +1.26° 10.54 +2.56"
C18:2-n6 Acido linoléico 6.84 +1.44° 7.35 £7.09° 20.30 +0.79° 3.76 +1.23° 218 +£0.37°
C20:2-n3 7Z,14Z- Acido eicosadiendico 7.09 +4.20° 0.03 + 0.06° 0.00 % 0.00° 11.88 +2.03" 9.14 451"

Valores com letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (p <0,05) para teste de Tukey. (a) Grupo S (padrdo): dieta AIN-93G padrdo mais 2% de dleo de
cartamo. (b) Grupo HF (High-fat padrdo): AIN-93G modificada: 35% de gordura, 4% de 6leo vegetal (soja) e 31% de origem animal (gordura suina). (c) Grupo HC (High-fat
Experimental) dieta padrdo rica em gordura enriquecida com 2% de 4cido linoléico conjugado (CLA Tonalin ®). (d) Grupo HP (High-fat Experimental) dieta padrdo rica em
gordura enriquecida com 2% de fitoester6is (Vegapure®). (e)Grupo HS (High-fat Experimental) dieta padrdo rica em gordura enriquecido com 2% de acido linoleico conjugado
(CLA Tonalin ®) e 2% de fitosterdis (Vegapure ®).
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4. Discussao

Estresse oxidativo € caracterizado pelo desequilibrio entre o aumento de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e as enzimas antioxidantes, o que causa danos na
estrutura e permeabilidade da membrana celular dos vasos sanguineos e oxidacdo das
lipoproteinas de baixa densidade (LDL)(Noeman, Hamooda, & Baalash, 2011). A
peroxidacdo lipidica € quantificada pelos marcadores de dano lipidico como o MDA e a 8-
Fr-isoprostana, sendo o segundo mais confidvel como marcador de
lipoperoxidagao(Schneider, Silveira, Moreira, Bell6-Klein, & Oliveira, 2009; Skenderi et
al., 2008).

Apesar da correlacdo entre o aumento de lipoperoxidagdo com a inflamacio,
esteatose hepdtica ndo alcodlica e doengas cardiovasculares, isso nao significa implicacao
causal. Em contraste, as isoprostanas e MDA plasmdticas estio aumentadas nessas
condicdes, sendo possivel determinar o inicio de uma doenga por esses marcadores

(Cracowski, Durand, & Bessard, 2002).

Por outro lado, 8-F,-isoprostana para animais suplementados com CLA, ndo é
o melhor indicador de oxidagdo lipidica. Sabe-se que 4cidos graxos de cadeia longa, bem
como o CLA, ativam os receptores nucleares PPAR-a, que sdo responsdveis pela regulacio
de enzimas do catabolismo de lipidios bem como as enzimas da mitocondria e da B-
oxidacdo dos peroxissomos (Rolo et al., 2012). Esse ultimo, é responsdvel pelo
catabolismo da 8-Fp-isoprostana, porém o CLA tem preferéncia na B-oxidacdo dos
peroxissomos afetando o metabolismo da isoprostana (Iannone et al., 2009; Moya-

Camarena, Heuvel, Blanchard, Leesnitzer, & Belury, 1999).

No presente estudo houve redugcdo de MDA e 8-F,-isoprostana nos grupos que
receberam CLA e fitosterol, comparado com o grupo high-fat padrao (HF) (figura 1F e G).
Estudos com humanos e com animais magros mostram reducdo da 8-F,-isoprostana e de
MDA plasmaticos quando suplementados com fitosterol (Mannarino et al., 2009; Marineli,
Marques, Furlan, & Mardstica Jr, 2012) e aumento de 8-F;-isoprostana plasmética quando
suplementados com CLA (Basu, Smedman, & Vessby, 2000; Marineli et al., 2012;
Stachowska et al., 2008). Porém, ndo ha relatos na literatura da redu¢@o desses marcadores

de lipoperoxidacdo, em modelo experimental induzido a obesidade por dieta rica em
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lipidios. No entanto, a 8-F-isoprostana é um produto da catalizagdo ndo enzimadtica do
acido araquidonico e, presente no plasma, € transportada pela LDL(Moore, 2004). Dessa
forma, a redugdo da isoprostana, implica na redugdo do dano oxidativo e melhora do
quadro inflamatério e aterosclerético (Beutner et al., 2012) produzidos pelo CLA e pelo

fitosterol.

Por outro lado, MDA ¢é o maior produto secundério da peroxidacdo de acido
graxo polinsaturado bem como do 4cido arquidonico (Dillioglugil et al., 2010). No
presente estudo, houve maior concentragdo plasmatica de dcidos graxos polinsaturados no
grupo suplementado com CLA (HC) (tabela 1). No figado, todos os animais que receberam
dieta high-fat apresentaram aumento significativo de MDA e reducdo de MDA plasmatico
apenas no grupo suplementado com fitosterol. O aumento desse marcador esta associado a
efeitos mutagénicos e hepatotoxicos, e possivelmente com o inicio do processo
aterosclerético (Mateos, Lecumberri, Ramos, Goya, & Bravo, 2005). Dessa forma, por
apresentar protecdo dos danos causados pela lipoperoxidacdo, pela redugcdo da 8-F,-
isoprostana e MDA, o fitosterol pode ser considerado um agente antioxidante (Marineli et

al., 2012).

Em estudo com humanos, pacientes diabéticos e aterosclerdticos apresentaram
maior MDA quando comparado com individuos saudaveis (Dierckx et al., 2003) (Tamer et
al., 2002). Estudos clinicos e experimentais demonstram claramente, que pacientes e
animais com esteatose hepdtica ndo alcodlica apresentam aumento de produtos da
peroxidacdo lipidica (MDA), bem como alteracdo dos niveis das enzimas do sistema

antioxidante no plasma (Patton et al., 2010) (Videla, Rodrigo, Araya, & Poniachik, 2004).

A reducdo do sistema antioxidante de defesa estd relacionado com danos
severos no figado, principalmente pela reducdo das enzimas catalase, superéxido
desmutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx), e glutationa redutase (GRd) (Videla et al.,
2004). Em nosso estudo, todos os grupos suplementados apresentaram redugdo dessas
enzimas, além da redu¢do da glutationa (GSH), ndo revertendo o quadro caracteristico

(Figura 1A-E).
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Essa redugdo do sistema antioxidante de defesa, observado nos ratos Sprague-
Dawley, estd associada com a disfun¢do mitocondrial (Mailloux & Harper, 2012). O
estresse oxidativo mitocondrial € causado principalmente pelo aumento de espécies
reativas de oxigénio, que ocorre durante uma supernutri¢do (causado neste caso pela dieta
rica em lipidios) e sedentarismo. Esse dano mitocondrial esta ligado de alguma forma a
sindrome metabdlica, porém os mecanismos e a significincia ainda ndo foram

completamente elucidados (James, Collins, Logan, & Murphy, 2012).

Em conjunto, a supernutricio estd associada a esteatose hepdtica ndo alcodlica
que ocorre pelo excesso de triglicérides. Acidos graxos na corrente sanguinea ativam o
PPARa que aceleram o a B-oxidagdo nos peroxissomos e na mitocondria para conversao
em Acetil-CoA (Lian, Niu, Kang, & Zhang, 2012). No entanto o excesso de triglicérides
produz espécies reativas de oxigénio que sdo hepatotdxicas, prejudicam a fungdo
mitocondrial no figado, geram o estresse oxidativo hepatico (Romero-Sarmiento et al.,
2012), o que contribui de forma direta para o desenvolvimento da obesidade, ganho de

peso e resisténcia a insulina (Kusminski & Scherer, 2012).

Estudo anterior ja havia demonstrado que o consumo de dieta high-fat causa
desenvolvimento da obesidade e esteatose hepética (Cintra et al., 2008). Por outro lado, sdo
dois caminhos que podem justificar a reducdo da esteatose hepatica pelo CLA e pelo
fitosterol. Quanto ao CLA, existem indmeras hipdteses, ele pode agir de forma
independente da ativacdo do PPARa no figado reduzindo a dinamica da oxidagéo lipidica,
ou ainda pode reduzir a lipogenese hepatica por suprimir a atividade do fator de regulacio

da transcri¢do das enzimas da lipogénese (SREBP-1) (Noto et al., 2006).

Outro mecanismo, nio se sabe ao certo se ¢ devido a reducdo das particulas de
gorduras causado pelo CLA por meio de outras vias, que resulta na reducio da familia das
proteinas de goticulas de gordura (PERILIPIN-2) responsdvel pelo aumento ou diminuicao
dessas goticulas ou se o efeito anti-esteatético do CLA pode ser resultado de uma possivel
alteracdo que o ele causa na expressdo da familia das proteinas de goticulas de gordura

PERILIPIN (Stringer et al., 2010).
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Ja os fitoster6is, agem no aumento da expressdo dos transportadores de
membrana dependentes de ATP (ABCGs), principalmente ABCA1 e ABCG4 no intestino,
que agem na conversdo do receptor X agonista do figado (LXR), que ativaria a expressio
das proteinas ABCG5 e ABCGS no figado, que sdo responsaveis pelo efluxo de colesterol
e fitosterol(Nabekura, Yamaki, Ueno, & Kitagawa, 2008). O receptor LXR tem funcdo
central no controle da transcricio do metabolismo de lipidios; uma vez ativado ele esta
envolvido na absorcdo do colesterol, efluxo, transporte e excre¢do. Além disso, os
fitosterdis agem como ligantes das formas a e y do receptor ativado por proliferadores de
peroxissomo (PPAR), modificando a expressdo dos genes envolvidos no transporte e
oxidagdo de 4cidos graxos e cetogénese no figado dos animais. Também demonstrado na
literatura, que a alteracdo génica induzida pelo tratamento com os fitosterdis foi
relacionada ao transporte de lipidios, a lipogé€nese, gliconeogénese e sinalizacdo dos

PPARs (Nomaguchi et al., 2011).

O segundo caminho é a redugdo dos acidos graxos saturados circulantes
proporcionados pelo CLA e pelo fitosterol. Resultado semelhante a outro estudo (Thijssen
et al., 2005), o grupo que recebeu CLA apresentou reducdo de 31% do 4cido graxo
palmitico, e reducdo de 50% e 67% do acido estedrico nos grupos suplementados com
CLA e fitosterol respectivamente, em relacdo ao grupo high-fat padrio (tabela 1). A
reducdo desses acidos graxos ocorre por que o CLA (t-10, c-12) inibe a atividade da A-9
desaturase no figado prejudicando a conversdo dos dcidos estedrico e palmitico(Javadi et
al., 2004), mas ndo ha dados na literatura que explica a modulacdo pelo fitosterol. Por
outro lado, o 4cido graxo palmitico (C16:0) e o estedrico (C18:0) sao classificados como
indutores do processo inflamatério, pois sdo lipidios presentes na estrutura da membrana
das bactérias patogénicas e nosso sistema imune as reconhece como agentes nocivos e o

sistema inflamatério é ativado (Caroff & Karibian, 2003).

O figado como 6rgéo essencial no metabolismo de lipidios apresentou redugédo
significativa da 4rea dos glébulos de gordura dos animais suplementados com CLA,
fitosterol e ambos, quando comparado com o grupo high-fat padrdo (figura 2C), porém néo
perto de voltar ao estado de normalidade quando comparado com o grupo padrdo S. Apesar
da drea das gotas de gordura serem menor nos grupos suplementados a quantidade de

gordura no figado esteve reduzida significativamente no grupo que recebeu ambos
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suplementos. Ao passo que o peso do figado dos ratos que receberam os suplementos foi
inferior ou igual ao grupo controle padrdo (S) (figura 2A). Estes resultados vdo de encontro
com estudos anteriores que verificaram o peso do figado p6s suplementagdo de CLA (Park
& Pariza, 2007; Romero-Sarmiento et al., 2012). Ndo ha relatos anteriores do peso do
orgdo e histologia para animais suplementados com fitosterol, porém este apresentou
resultados mais promissores e possiveis de maior investigagdo. Em soma, houve aumento
de 4cidos graxos poliinsaturados em todos os grupos suplementados (tabela 1). Esses
dcidos graxos estdo relacionados com a melhora da esteatose hepdtica em ratos obesos
(Sekiya et al., 2003) pela supressdo da SREBP-1, que tem papel crucial na regulagdo na
sintese de colesterol e no controle da transcricdo e expressdo de enzimas lipogénicas € na
sintese de novo da lipogé€nese, dos triglicérides e dos acidos graxos (Qin, Dalen,

Gustafsson, & Nebb, 2009).

Em resumo, a suplementacdo de 2% de CLA e 2% de fitosterol ou ambos,
reduziu as gostas de gordura hepaticas. Apesar do CLA aumentar 8-F-isoprostana em
outros estudos com animais alimentados com dieta padrdo, em nossos animais com dieta
high-fat, esse quadro foi revertido, podendo ser considerado, juntamente com o fitosterol
possiveis antioxidantes. No entanto, as enzimas antioxidantes apresentaram-se reduzidas
mostrando disfuncdo mitocondrial, que estd associado ao possivel desenvolvimento de

outras comorbidades como cancer e citotoxicidade.
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Resumo

A modulagdo da composicdo corporal tem sido atribuida & diversos componentes dos
alimentos dentre eles o 4cido linoléico conjugado (CLA) e fitostordis, porém com
resultados contraditérios. Nés investigamos o efeito da ingestdo da suplementacdo do CLA
e/ou fitosterdis na composi¢ao corporal de ratos Sprague-Dawley machos. Quarenta ratos
Sprague-Dawley foram divididos em cinco grupos (n=8) aleatoriamente: grupo padrio,
grupo padrdo high-fat, e trés grupos que receberam dieta padrao high-fat experimental com
adi¢do de 2% de CLA, outra com adicdo de 2% fitosterdis e o ultimo com adi¢do de 2% de
CLA mais 2% fitosterois. As andlises de umidade, proteina total e cinzas estdo sendo
realizadas segundo os métodos 930.15, 942.05 e 954.01, respectivamente, descritos pela
Association of Olfficial Analytical Chemists (AOAC,1995). Os lipidios totais foram
determinados por Bligh; Dyer (1959). Os grupos que receberam suplementagdo de
fitoesterol e CLA mais fitoesterol mostraram redugdo de gordura corporal de 19% e 11%
respectivamente comparado com o grupo padrdo high-fat (p<0.05), porém o grupo que
recebeu apenas CLA apresentou reducéio de 7% de gordura corporal em comparacido com o
grupos padrdo high-fat (p<0.05). Os suplementos adicionados na dieta high-fat, CLA e
fitoesterol, apresentaram efeitos positivos na redugdo da gordura corporal total, bem como
na manutencdo da massa magra dos animais experimentais. No entanto, o fitosterol foi

mais eficiente que o CLA na reducdo de gordura corporal e preservagdo de massa magra.

Palavras chave: CLA, fitosterdl, composi¢ao corporal, redugdo de massa gorda.
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Abstract

Modulation of body composition has been attributed the several food components among
them conjugated linoleic acid (CLA) and phytosterols with contradictory findings. We
investigated the effect of dietary CLA and/or phytosterols supplementation in corporal
composition of Sprague-Dawley rats male. Forty Sprague-Dawley rats were divided into
five groups (n=8) ) randomly: standad group, high-fat standad group, and three groups that
received the standard experimental high-fat diet with addition of 2% CLA, with addition of
2% phytosterol and with addition of 2% CLA plus 2% phytosterols. Analyses of moisture,
total protein and ash are being performed according to methods 930.15, 942.05 and 954.01,
respectively, described by the Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 1995).
Total lipids were determined by Bligh, Dyer (1959). The groups supplemented with
phytosterol and phytosterol plus CLA reduced body fat of 19% and 11%, respectively,
compared to the standard high-fat group (p <0.05), but the group that received only CLA
decreased by 7% body fat compared with standard high-fat groups (p <0.05). Supplements
added to the high-fat diet, CLA and phytosterol showed positive effects in the reduction of
total body fat and lean body mass maintenance of experimental animals. However, the
phytosterol was more efficient than the CLA in reducing body fat and preserving lean body

mass.

Key words: CLA, phytosterol, body composition, reduction of fat mass.
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1. introducao

2z

Atualmente € reconhecida a importincia de se compreender o efeito dos
nutrientes e compostos bioativos presentes nos alimentos mesmo em pequenas
concentragdes e como estes podem atuar na presenca de doencgas, principalmente aquelas

diretamente relacionadas a ingestdo alimentar (MEAD, 2007).

Algumas das pesquisas ja realizadas com &cido linoléico conjugado (CLA)
determinaram seu poder de alterar a composi¢cdo corporal, propiciando um aumento da
massa magra e diminuicdo da massa gorda, de modo a agir ainda sobre a lipog€nese

(SANTOS-ZAGO et al., 2009).

Compostos esteroidais das plantas, fitosterdis, sdo estruturas quimicas similares
ao colesterol, sendo considerados compostos funcionais, pois s@o responsdveis pela
reducdo do LDL colesterol e do colesterol circulante devido a diminui¢do da absor¢do do

colesterol exdgeno e do colesterol biliar (ABUMWEIS; JONES, 2008).

O CLA age sobre a lipogénese e modula o processo de autoxidagdo lipidica de
modo a inibir os danos causados pelos radicais hidroxila nas membranas celulares, que tem
relacdo direta com o desenvolvimento de diversos processos patoldgicos, podendo
funcionar, portanto, como um antioxidante (OLIVEIRA et al., 2008). J4 o fitosterol, pela
reducdo da absorcdo de colesterol, diminuiu a ocorréncia de LDL oxidada circulante, que
produz lisofosfatidilcolina e ester6is oxidados, que ativam os macrofagos e células
dendriticas a produzirem espécies reativas de oxigénio (MOORE; TABAS, 2011). A
combinagdo do CLA mais fitosterol na dieta melhora o efeito antioxidante e reduz a
peroxidacdo lipidica e ainda protege contra possiveis efeitos adversos da suplementacgio

com CLA no estresse oxidativo in vivo (MARINELLI et al., 2012).

2. Objetivo

Avaliar as alteragdes na composicdo corporal de ratos Sprague-Dawley

alimentados com CLA e/ou fitosterois.
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3. Material e métodos

Para o desenvolvimento do presente trabalho foram utilizados os
equipamentos e instalacdes do Laboratério de Nutricdo e Metabolismo e Laboratério de
Lipidios do Departamento de Alimentos e Nutricio da Faculdade de Engenharia de

Alimentos da Unicamp.

3.1 Ensaio Biologico

3.1.1 Os animais

O ensaio biolégico foi composto por cinco grupos de oito ratos Sprague-
Dawley, machos, recém desmamados (21 dias), provenientes do Centro Multidisciplinar de
Investigacdo Biologica (CEMIB/UNICAMP). O experimento foi submetido e aprovado
pela Comissao de Etica em Experimentacio Animal (CEEA/UNICAMP) (Permisdao n°
2417-1) e seguiu os termos éticos do Colégio Brasileiro de Experimentacio Animal

(COBEA).

Os ratos foram mantidos em gaiolas individuais com agua e alimentacdo 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, durante todo o experimento. Os ratos permaneceram por 7 dias em

aclimatag@o as condi¢des do ensaio, ja recebendo as dietas experimentais.

3.1.2 Desenho Experimental e Dietas

Foram administradas duas dietas controle: uma dieta padrdo, elaborada
conforme o American Institute of Nutrition (REEVES et al, 1993), AIN-93G, com
concentracdo de proteina bruta de 12% e normolipidica (GOENA et al., 1989); e uma dieta
AIN-93G modificada hiperlipidica, com 12% de proteina e 35% (em massa) de lipideos,
sendo 4% de origem vegetal (6leo de soja) e 31% de origem animal (gordura suina)
(CINTRA, 2008). Foram utilizados 2% da mistura dos isdmeros de CLA trans-10,cis-12 (t-
10,c-12) e CLA cis-9,trans-11 (c-9, t-11) e 2% de fitosterdis, ns dietas experimentais high-
fat. Todas as dietas apresentaram em sua composicdo 2% de 6leo de cartamo para igualar a

energia.
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A distribuicdo dos grupos experimentais € apresentada a seguir:

Ratos Sprague-Dawley

(n=40)
|
Grupo HS:
Grupo P: &) LRLE Grupo HC: Grupo HF: dl;eta
dieta AIN 93G  dieta dieta dieta hiperlipidica
1etzll o hiperlipidica hiperlipidica hiperlipidica o
o em{j:]jl ) suplementada suplementada suplementada com CLA e
o ol com CLA com fitosterois Ftosterois
(n=8) (n=8) (n=8) (0=8) y

Figura 1. Desenho experimental do ensaio bioldgico.

3.1.3 Procedimento de preparo da carcaca dos animais experimentais

A avalia¢do da composi¢ao corporal total foi feita segundo Park et al. (1997),
removendo-se o conteddo intestinal para a obtencdo da carcaca cheia. Posteriormente, a
carcaca foi congelada, cordada em postas, liofilizada, triturada (no liquidificador e moinho),
de modo a se obter material homogéneo (em forma de pd), e armazenada a -801C (Figura

2) até o momento das determinacdes de umidade, cinzas totais, nitrogénio total (proteina) e

de gordura total.

Figura 2. Fluxograma de preparo da carcaca. Da esquerda para a direta: postas da carcaca
liofilizada, seguido do corte, tritura no liquidificador e moinho até ser obtido um material
homogéneo.
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3.1.4 Determinacoes da carcaca dos animais experimentais

As andlises de umidade, proteina total e cinzas estdo sendo realizadas segundo
os métodos 930.15, 942.05 e 954.01, respectivamente, descritos pela Association of
Official Analytical Chemists (AOAC,1995). Os lipidios totais foram determinados por
Bligh; Dyer (1959).

3.1.5 Analise Estatistica
Os resultados foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) e as médias
dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey, com alfa de 0,05, para os dados

paramétricos, e para dados ndo paramétricos foram utilizados testes de Kruskal-Wallis.

4. Resultados

A Tabela 1 apresenta os resultados de proteina, lipidio, umidades, s6lidos totais
e cinzas obtidos nesse experimento. Observa-se que os grupos suplementados com 2% de
CLA (HC) e o grupo que recebeu 2% CLA mais 2% de fitoesterol (HS) apresentam
preservacdo de massa magra com quantidade de 10% e 9% de proteina, respectivamente
quando em compara¢do com o grupo padrdo high-fat (HP) (p<0.05). O grupo que recebeu
fitoesterol apresentou maior preservacdo de massa magra com 29% de proteina na carcaga

comparado com o grupo pardo high-fat.

Os grupos que receberam suplementacio de fitoesterol e CLA mais fitoesterol
mostraram redugdo de gordura corporal de 19% e 11% respectivamente comparado com o
grupo padrdo high-fat (p<0.05), porém o grupo que recebeu apenas CLA apresentou

reducdo de 7% de gordura corporal em comparagdo com o grupos padrio high-fat (p<0.05).

Umidade, sdlidos e cinzas totais ndo apresentaram diferenca estatistica

significativa (p<0.05).
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Tabela 1. Valores médios + desvio-padrdo da composi¢do corporal dos animais experimentais suplementados com CLA e fitosterois.

Grupos P’ (n=28) HP’ (n = 8) HC® (n = 8) HF' (n = 8) HS® (n = 8)
Proteina Bruta (%) 47,22 +6,00°° 42,84 +4,90° 47,04 + 3,62 55,50 +4,92° 46,72 + 1,77
Lipidio (%) 41,43 £6,23" 46,90 +1,19° 43,68 +3,37% 38,13 + 4,43* 41,69 + 3,13%
Umidade (%) 3,07 +0,58" 2,63 +0,22° 2,65 + 0,32 2,81 +0,41° 3,21 + 0,43
Sélidos Totais (%) 96,97 + 0,57 97,47 +0,30° 97,30+ 0,35 96,99 + 0,47 96,79 + 0,43°
Cinzas (%) 7,25 + 0,65 6,48 + 0,59 6,97 + 1,00 6,91 + 0,75 6,75 + 0,47

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

(a) Grupo P (Padrao): dieta padrao AIN-93G + 2% em relag@o ao consumo didrio de dieta de 6leo de cartamo.

(b) Grupo HP (High-fat padrio):dieta AIN-93G modificada, 35% de lipidios, sendo 4% de origem vegetal (6leo de soja) e 31% de origem animal
(gordura suina).

(c) Grupo HC (High-fat Enriquecido Experimental): dieta high-fat padrio enriquecida com 2% de 4cido linoléico conjugado (CLA Tonalin®).

(d) Grupo HF (High-fat Enriquecido Experimental): dieta high-fat padrdo enriquecida com 2% de fitosterdis (Vegapure®).

(e) Grupo HS (High-fat Enriquecido Experimental): dieta high-fat padrdo enriquecida com 2% de écido linoléico conjugado (CLA Tonalin®) e 2% de
fitosterdis (Vegapure®).
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5. Discussao

A dieta suplementada com CLA promoveu a reducdo de gordura corporal e
preservacdo de massa magra. Segundo Koba et al (2004), o CLA provoca a diminuigéo de
atividade da lipase lipoproteica e aumento da lipdlise nos adipdcitos, além do aumento

moderado na oxidacdo de dcidos graxos no tecido adiposo, musculo e figado.

Botelho et al. (2005) mostraram também reducdo de gordura corporal nos
animais experimentais que receberam suplementacdo com CLA. O autor explica que,
possivelmente, a diminuicdo da proliferacdo e diferenciacdo de pré-adipocitos foi causada
pela inibigcdo do receptor ativado por proliferadores de peroxissoma gama (PPARYy),
aumento do gasto energético, alteracdo da atividade das enzimas carnitina
palmitoiltransferase e lipase lipoproteica, além da concentragdo de leptina. Portanto, tais
mecanismos levam ao decrescente consumo alimentar nos animais experimentais

reduzindo consequentemente o ganho de peso corporal.

Sugere-se que o CLA afeta a composicao corporal por reducdo de massa gorda,
por reduzir a absor¢do de lipidios pelas células adiposas devido a efeito sobre a
lipoproteina lipase dessaturase, além da atividade da carnitina palmitoil em células
musculares, enzima que atua limitando a oxidagdo, que ¢ aumentada pelo CLA
(KAMPHUIS, et al. 2003). Dessa forma, tais mecanismos estdo diretamente relacionados
com os efeitos observados no presente estudo, sobre a mobilizacio de gordura e

composi¢do corporal apés suplementacdo com CLA (KAMPHUIS, et al. 2003).

No entanto, Zambell et al.(2001) e Kamphuis et al. (2003) ndo encontraram
efeito do CLA ( 3 g/dia, por 9 semanas e de 3,4g de CLA, por 12 semanas respectivamente)
sobre o peso corporal de ratos. Em contraponto, Erdman et al.(2012) mostrou que a
alteracdo lipidica da composi¢do centesimal da carcaca € dependente direta de algumas
variantes como a quantidade de CLA adicionada a dieta, tempo de alimentacdo, condicio
fisiologica e espécie do animal experimental. Dessa forma, pode-se encotrar na literatur

diferentes resultados quanto a composic¢ao.

Porém vale ressaltar que a gordura mobilizada ndo € totalmente metabolizada e
sim armazenada no figado do animal, podendo originar doengas, entre elas potencialmente

esteatose hepdtica como observado no estudo apresentado por Vyas, et al. (2012). Os
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fatores que levam ao acimulo de lipidios no figado envolvem o influxo de dcidos graxos,
assim como aumento da sintese e oxidacdo alterada dos mesmos. A secrecdo de
triacilglicerol € insuficiente para evitar o acumulo lipidico. Desse modo, ocorre uma
lipodistrofia no tecido adiposo, que é provocada pelo acimulo de citocinas pro-
inflamatérias e nivel reduzido de adipocinas, dessa maneira levando a niveis altos de

circulag@o de 4cidos graxos livres (CHARLTON et al., 2002).

O CLA promove, portanto, esse aumento no conteido lipidico hepético, que
esta totalmente associado a lipogé€nese hepatica. O CLA € um ligante natural da PPAR-y,
que por sua vez € uma proteina que leva ao aumento da captacdo hepdtica de dcidos graxos
(BELURY et al., 2002). Na esteatose hepatica, 59% de triacilglicerol € derivado de dcidos
graxos livres liberados a partir do tecido adiposo e 15% € derivado da gordura da dieta Os
transportadores de dcidos graxos regulam a absor¢do pelo hepatdcito e a superexpressio
desses transportadores levam a esteatose (DONNELLY et al., 2005). Outro fator que
auxilia ao surgimento da esteatose hepdtica é a exacerbada producgdo de lipoproteina de
muito baixa densidade (VLDL) em resposta a alta concentracdo lipidica, porém a
insuficiente e/ou deficiente exportacdo de gordura através da VLDL predispdem a

patologia hepética (RASOOLY et al., 2007).

Altos niveis dietéticos de CLA também podem desenvolver outras
complicacdes como resisténcia a insulina. Pois altas concentracdes de CLA ativam os
genes glicogénicos (PEPCK, G6P) que por sua vez levam a hiperglicemia. As altas
concentragdes de glicose no sangue aumentam a lipogé€nese hepdtica através do
carboidrato e da proteina, que sdo elementos de resposta da ligacdo de um regulador da

transcri¢do modulada pela glicose (DENECHAUD et al., 2007).

Foi observado neste presente estudo que o fitosterol apresentou poder redutor
de gordura corporal maior que o do CLA. Ebine et al. (2006) mostrou também que animais
suplementados com fitoesterol ndo s6 apresentaram 1,4% a menos de gordura em 5
semanas em comparacdo com o grupo controle, como apresentaram diminuicdo de
colesterol circulante e beneficio quanto as concentracdes de triglicérides plasmadtico e
hepatico. Bem como demonstrado no estudo de Misawa et al (2012), onde houve
diminui¢do e modulagdo das taxas de gordura corporal em ratos Zukers suplementados

com dois tipos diferentes de fitoesterol de Aloe Vera.
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O fitoesterol estimula o catabolismo da glicose e suprime a producdo de nova
glicose pela diminui¢do da expressdo de uma enzima PDK4, que inibe a produgido de
acetil-CoA a partir da catalisacdo de piruvato no complexo piruvato desidrogenase o que
melhora também a sensibilidade a inulina, e reduz a expressdo de enzimas envolvidas na
sintese de 4cidos graxos (acetil-CoA carboxilase e dcido graxo sintase (FAS)) (MISAWA et
al., 2012).

Evidencias cientificas apontam que o fitosterol afeta ainda a absor¢do do
colesterol no lumen intestinal, pois suas estruturas quimicas sdo semelhantes. Assim,
quando juntos no lumem intenstinal, o fistosterol, por ser mais hidrofébico, fica retido na
estrutura micelar, enquanto que o colesterol, que ndo foi degradado em éster de colesterila,
acaba perdendo seu lugar na estrutura micelar e por ndo ser absorvido é eliminado pelas
fezes (SANCLEMENTE, 2009) o que pode estar associado a diminuicdo do peso corporal
devido a menor absorcdo de energia no trato intestinal e diminui¢@o do apetite dos animais.
Estes sdo fatos que levam o fitoesterol a atuar na diminui¢do do peso corporal, sendo assim,
essa substincia pode ser um novo composto a ser utilizado no auxilio do tratamento contra

a obesidade (EBINE et al., 2006).

6. Conclusao

Os suplementos adicionados na dieta high-fat, CLA e fitoesterol, apresentaram
efeitos positivos na redugdo da gordura corporal total, bem como na manutencdo da massa
magra dos animais experimentais. No entanto, o fitosterol foi mais eficiente que o CLA na
reducdo de gordura corporal e preservagdo de massa magra podendo ser explicado pela
atuacdo desde composto em diferentes mecanismos celulares, além da barreira intestinal

contra o colesterol exdgeno.

Condi¢oes adversas como danos hepdticos e mecanismos de acdo mais
completos precisam ainda ser estudados para assegurar o uso do fitoesterol como

suplemento auxiliador no tratamento da obesidade.
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Conclusao geral

A suplementacdo de 2% de CLA e 2% de fitosterol e a combinagdo por 65 dias
foi efetiva e reduziu gordura corporal, peso e consumo dos animais. Apenas o CLA
pareceu modular a acdo da leptina na obesidade. Ambos os suplementos nao reduziram a
resisténcia a insulina e intolerdncia a glicose induzidas pela dieta rica em gordura. No
entanto, ambos os suplementos reduziram a area das gotas de gordura hepatica. O CLA
juntamente com o fitosterol podem ser considerados possiveis antioxidantes, pois
modularam indicadores de lipoperoxida¢do. No entanto, as enzimas antioxidantes
apresentaram-se reduzidas mostrando disfun¢do mitocondrial, que estd associado ao
possivel desenvolvimento de outras comorbidades como céncer e citotoxicidade. Dessa
forma, CLA e fitosterol sdo potentes compostos para melhorar complicacdes relacionadas a
obesidade, tais como gordura hepatica, porém mais estudos e mais protocolos precisam ser
desenvolvidos na drea de sinalizagdo celular e polimorfismos genéticos para assegurar 0s

beneficios desses suplementos a satde.
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Anexos

Anexo 1
N L,
aY 3

unNICAMP

CEUA/Unicamp

Comissio de Etica no Uso de Animais
CEUA/Unicamp

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto "O EFEITO DO ACIDO LINOLEICO
CONJUGADO (CLA) E DOS FITOSTEROIS NA PREVENCAO DA OBESIDADE
INDUZIDA POR  DIETA __ HIPERLIPIDICA _ UTILIZANDO  MODELO
EXPERIMENTAL" (protocolo n° 2417-1), sob a responsabilidade de Prof. Dr.
Mario Roberto Maréstica Junior / Cibele Priscila Buch Furlan, esta de acordo

com os Principios Eticos na Experimentagdo Animal adotados pela Sociedade
Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL) e com a legislagao
vigente, LEl N° 11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008, que estabelece
procedimentos para o uso cientifico de animais, e o DECRETO N° 6.899, DE 15
DE JULHO DE 2009.

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP - em 06 de junho de
2011.

Campinas, 06 de junho de 2011.
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urofa. Dra. Ana Mré A. Guaraldo Fatima 0
Presidente Secretaria Executiva
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Anexo 2

Tabela 1. Porcentagem de cada esterol nas amostras dos suplementos utilizados no experimento
referente aos dados do capitulo 2.

Soja Fitosterol Cartamo CLA
Esterdis

(%) (%) (%) (%)
Colesterol 0,00 0,00 0,00 0,00
Brasicasterol 0,45 0,00 0,00 0,00
Campesterol 18,27 29,86 11,06 0,00
Campestanol 7,77 3,92 0,45 0,00
Estigmasterol 17,54 14,49 5,27 0,00
Delta 7-campesterol 0,37 0,18 0,00 0,00
Delta 5,23-estigmastadienol 0,63 0,34 4,93 0,00
Clerosterol 0,17 0,33 0,35 0,00
Beta sitosterol 48,87 46,60 48,69 0,00
Sitostanol 2,10 3,42 1,97 0,00
Delta 5-avenasterol 0,10 0,11 1,05 0,00
Delta 5,24-estigmastadienol 0,12 0,17 0,74 0,00
Delta 7-estigmastenol 2,83 0,29 24,46 0,00
Delta 7-avenasterol 0,51 0,29 1,02 0,00

TOTAL 100 100 100 0
Fitosteroéis g/100g de éleo 10,00 53,98 25,50 0,00
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ANDERSON.
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Kind regards,

Wendy
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