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EFEITO DA SUPLEMENTACAO COM ACIDO LINOLEICO CONJUGADO
(CLA) NA COMPOSICAO DO LEITE, NO PERFIL DE ACIDOS GRAXOSE NA
ATIVIDADE DE ENZIMASLIPOGENICASEM RATASLACTANTES

Autoraa AMANDA APARECIDA HAYASHI

Orientador: Prof. Dr. DANTE PAZZANESE DUARTE LANNA

RESUMO

O &ido linoléico conjugado (CLA) possui inimeras propriedades bioldgicas,
incluindo seus efeitos no metabolismo lipidico e na composicdo corpord e do lete.
Neste trabaho, estudaram-se os efeitos da suplementacdo de CLA na dieta para ratas
lactantes, na composicdo do leite e no desenvolvimento da prole. As ratas foram
dimentadas com uma dieta controle (sem suplementacdo com CLA) ou com uma dieta
suplementada com 2,5% de uma mistura com 60% de isbmeros de CLA na forma de sais
de cdcio de &idos graxos (CLA-60, Church & Dwight, Princeton, NJ), do parto aé o
15° dia pds-parto. O CLA-60 era congtituido de: 24% do cis/trans 9,11; 35% cis/trans



Xii
10,12; 15% cigtrans 8,10; 17% trang/trans 11,13 e 9% de outros isOmeros. O tratamento
com CLA reduziu a concentracdo de gordura do leite em 33% (P<0,05). O pefil de
&cidos graxos demonstrou que os efeitos do CLA foram mais pronunciados nos écidos
graxos Sntetizados pela via de novo.. Além disso, as atividades das enzimas acido graxo
dntase (FAS), dlicose 6-fosfato desdrogenase (G6PDH) e 6-fosfogluconato
desdrogenase (6PGDH) foram reduzidas na glandula mamaia e figado apds o
tratamento com CLA. Em contraste, a atividade da enzima NADP-malato desidrogenase
manteve-se indterada nos animais tratados com CLA. A suplementacdo das fémeas com
CLA, propiciou dggnificativa redugdo no crescimento da prole  Portanto, a
suplementacdo da dieta de ratas lactantes com CLA, durante 15 dias de lactagéo,
resultou em uma marcada reducéo no contelido de gordura e mudanca ra composicao de
&cidos graxos, do leite. Os dados demonstram que oS mecanismos através dos quais o

CLA inibe a sintese de gordura do lete incuem diminuicdo da aividade das enzimas
envolvidas na sintese de novo de &cidos graxos.



EFFECTS OF CONJUGATED LINOLEIC ACID (CLA)
SUPPLEMENTATION ON MILK COMPOSITION, FATTY ACIDS
PROFILE AND LIPOGENIC ENZYMESACTIVITY IN
LACTATING RATS

Author: AMANDA APARECIDA HAYASHI

Adviser: Prof. Dr. DANTE PAZZANESE DUARTE LANNA

SUMMARY

CLA has a range of biologicd properties, including effects on lipid metabolism,
milk and body compogtion in animas. This sudy investigated the effects of dietary
CLA on lactating rats and development of the suckling rats. Dams were fed ether with a
control diet or a diet supplemented with 25% of cacium sdts of CLA containing 60%
of CLA (CLA-60, Church & Dwight, Princeton, NJ) from parturition to the 15" day
post-patum. The CLA-60 contained different isomers of CLA (24% cis/trans 9,11, 35%
cistrans 10,12, 15% cigtrans 8,10, 17% trangtrans 11,13 and 9% others). Treatment



reduced milk fat content by 33% (P<0.05). The fatty acid profile of milk suggest CLA
effects were more pronounced on de novo synthesis. In accordance with that, the
activities of faty acdd synthase (FAS), glucose 6-phosphate dehydrogenase (G6PDH)
and 6-phophogluconate dehydrogenase (6PGDH) were reduced by CLA trestment in the
mammary gland and liver. In contragt, the activity of NADP-maate dehydrogenase was
unaffected. The CLA supplementation of the dams induced a sgnificant reduction on the
pups growth. Overdl, feeding a diet supplemented with CLA to lactating rats for 15
days of lactation resulted in a marked reduction in milk fa content and in a shift in milk
faty acid compogtion. The data demondrated that while inhibiting milk fat synthess,
CLA decreased activities of enzymes involved on de novo fatty acid synthess.



1INTRODUCAO

O CLA compreende um conjunto de isOmeros posicionais e geométricos do &cido
linoléico (18:2) os quais tém apenas uma ligacdo smples entre as insaturagbes. Embora
possam exidir diversos isOmeros possivels com esta caracterigtica, dois ddes (cis-9,
trans-11 e trans-10, cis-12) tem despertado grande interesse em funcdo dos seus efetos
biolégicos ja identificados. O CLA suplementado na dieta de vacas lactantes ou
infundido diretamente no abomaso age como um nutriente capaz de reduzir a secrecéo
de gordura no leite (Chouinard et a., 19994). Da mesma forma, o CLA afeta a deposicéo
de gordura na carcaca de animais em crescimento, como camundongos e suinos (Park et
a., 1999; Odrowska et d., 1999). A maor parte dos experimentos conduzidos tem
utilizado suplementos comerciais contendo uma mistura de isdmeros do CLA. Porém,
sabe-se hoje que o isdmero que afeta 0 metabolismo lipidico, sendo o responséve pea
inibicdo da secrecdo da gordura do leite e pela reducéo da gordura na carcaca € o trans-
10, cis-12. O isdmero cis-9, trans-11 ndo exerce efeitos sob este parametro (Baumgard et
a.,2000a) porém, eta relacionado com a inibicdo do crescimento de tumores e com a
modulagéo da respostaimune (Pariza et d., 2001).

Os mecanismos pelos quais o0 isOmero trans-10, cis-12 dtera o metabolismo
lipidico ainda ndo foram completamente ducidados. A producdo de gordura do leite
depende de &cidos graxos sintetizados de novo e dos &cidos graxos pré-formados
oriundos da dieta ou da mobilizacdo das reservas corporais. Possiveis pontos de
regulacdo incluem, como por exemplo, o transporte intracdlular de é&cidos graxos, a
dessaturacdo destes, a sintese de triglicerideos e a formacéo e secreco do trigliceridio e
da gota lipidica. Infusdes de trans-10, cis-12 no abomaso de vacas lactantes reduziram a

secrecdo de gordura do leite e foram acompanhadas por uma reducdo na quantidade



secretada de todos os &cidos graxos. Porém, a magnitude da reducdo dos &cidos graxos
sntetizados pela via de novo foi maior, sugerindo possivels efeitos do CLA na expressio
génica de enzimas lipogénicas (Baumgard et ., 2002b).

O objetivo deste trabaho foi determinar se, como em vacas, 0 CLA dtera o
metabolisno de lipidios em ratas em lactacdo (um modeo animd de baxo cuso).
Também se procurou avdiar os mecanismos pelos quas o CLA reduz a lipogénese
durante a lactacdo verificando as dteragbes na composicdo lipidica do leite de rates e

seu efeito sobre 0 ganho de peso dos seus filhotes.

As seguintes hipGteses foram testadas:

Que em um moddo animd mas dmples (menor custo, mango e tempo de
ensao menores) e de baixa variagdo individua, a acdo do CLA ocorre de
maneira semdhante aguela em animai's de interesse econdmico;

O CLA dfetaa composico lipidicado leite dos animais,

As dteracbes no metabolismo de lipidios, causadas peo CLA, aetam o
crescimento da progénie;

O CLA dfeta a sintese de acidos graxos de maneira ndo homogénea, portanto
dterando o perfil de &cidos graxos do leitee

O CLA modifica a dividade de enzimas lipogénicas, em aguns tecidos, durante
alactacéo.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Descobertado CLA

Pariza e colaboradores, na década de 70, sugeriram que a carne bovina grelhada
possuia um componente carcinogénico (Pariza et al., 1979) . Neste periodo, estes
mesmos autores buscavam identificar este comporente. Ja, em 1983, Pariza e
colaboradores observaram que extratos da carne bovina possuia tanto componentes
mutagénicos como também um componente com atividade antimutagénica e que ede
produto estava presente independente do cozimento, ao contrario do que se acreditava
anteriormente (Pariza et d., 1983).

Pariza & Hargraves, em 1985, demonstraram que este extrato da carne bovina era
cgpaz de inibir a progressfo do tumor em céulas epiteliais de camundongos. Somente
ap0s dguns anos, Ha e d. (1987) isolaran e caracterizaram este desconhecido
componente antimutagénico da fragdo lipidica da carne, aravés das técnicas de
cromatografia liquida de dta pressso (HPLC), cromatografia gasosa acoplada a
espectrofotOmetro  de massa, espectrofotOmetro  ultra-violeta  (espectro-UV) e
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear. Neste trabaho, os autores descobriram
gue a fragdo isolada continha quatro isdmeros derivados do &cido linoléico, sendo que
cada um continha um sstema de dupla ligacd conjugada, portanto sendo designados
acidos linoléicos conjugados (CLAS). Desde entdo, diversos estudos confirmaram a
atividade anticarcinogénica do CLA, fato este que os levaram a serem consderados pela
Nationd Academy of Sciences como os Unicos &cidos graxos que, indubitavel mente, sBo
cgpazes de inibir a carcinogénese em animais experimentals.



2.2 A molécula

O &iido linoléico conjugado (CLA) referese a uma mistura de isdmeros
posicionals e geoméricos do é&cido linoléco com duplas ligagbes conjugadas, isto é
separadas apenas por uma ligagdo smples carbono-carbono (Figura 1). H& 56 possiveis
isdmeros geométricos e de posicdo do CLA (Yurawecz et d., 2001). Um dos isdmeros, o
as-9, trans-11, foi identificado como um potente anticarcinogénico naturd (Pariza &
Ha, 1990; Ip et a., 1991; Ip et d., 1994), enquanto o trans-10, cis-12 como um agente
repartidor de nutrientes muito efetivo (McGuire e a., 1997, Pak e d. 1997,
Ogrowska e d., 1999). Estudos usando diferentes modelos animais relacionaram o
CLA a vaios outros efeitos postivos que poderiam favorecer a salde humana, incluindo
a reducéo na aterosclerose e prevencéo e tratamento do diabetes mellitus ndo-dependente
deinsulina (Sebedio et al., 1999).

CLA trans-10, cis-12

CLA ds-9, trans-11

Acido Linoléico (dis-9, cis-12)

Figura 1 - Estrutura dos isdbmeros do CLA trans-10, cis-12; cis-9, trans-11 e Acido
linoléco (cis-9, cis-12). Adaptado de Pariza et a. (2001).



2.3 Producgo do CLA

O CLA pode ser formado no rimen pela biohidrogenacdo incompleta de acidos
graxos poliinsaturados da dieta, mas também, endogenamente, através da dessaturacéo
do &cido graxo C18:1 trans-11 por uma enzima presente na glandula maméria e tecido
adiposo (Corl et d., 2001) chamada estear0il-CoA dessaturase ou Delta 9 dessaturase
(SCD). Como o C18:1 trans-11 (&cido vacénico) € produzido principamente através da
biohidrogenacdo ruminal, este processo é o grande responsavel pelo fato de que as
maiores fontes de CLA séo produtos derivados de ruminantes.

2.3.1 Producéo de CLA no ramen

Em ruminantes, o CLA é produzido normamente por bactérias ruminais, como
um intermedi&io do processo de hbiohidrogenacd do &cido linoléico, sendo a
Butyrivibrio fibrisolvens a mais conhecida (Kepler et d., 1966) (Figura 2). A cis-12,
trans-11 linoleato isomerase (EC 5.2.1.5), enzima que catdisa a transformacdo de &cido
linoléico em &cido vacénico, precisa de radicais carboxila (COOH) livres para completar
a reacdo (Kepler et a., 1966). Iso implica necessariamente em uma lipdlise anterior a
isomerizacdo dos galactolipidios, fosfolipidios e trigliceridios da dieta.

Vaias egpécies de bactérias possuem um complexo de lipases capazes de
hidrolisar as ligagches éster dos &cidos graxos (Bauman & Griinari, 2001). A
isomerizacéo inicid € seguida pela saturacdo da dupla cis-9 através da acdo de uma
redutase, resultando no &cido vacénico (C18:1 trans-11). Este é o isdbmero trans
encontrado em maior quantidede na gordura do leite de ruminantes (Martin & Jenkins
2002). A proxima etapa envolve uma reducdo subseqiente até a formacdo do &cido
ededrico (C18:0). Esta via metabdlica € a mais conhecida e a mais expressva (Harfoot
& Hazlewood, 1988). Normamente, a biohidrogenacdo acontece de forma completa,
porém aguns produtos intermedi&ios podem atravessar 0 rimen e serem Utilizados na

sintese de lipidios no tecido mamario e adiposo (Figura 2).



Cl18:2 cis- 9, cis12 - Cl18:2 cis9, cis-12
(Acido linoléico) (Acido linoléico)
C18:2 cis9trans-11 —» C18:2 cis9, trans-11
(CLA) (CLA)
N - SCD
918:1 trans-11 — (}18~1 trans-11
(Acido vacénico) (Acido vacénico)
SCD :
C18.0 _ C180 —> Ci81cis9
(&cido estedrico) (Ac. estearico)  (Ac. oléico)
RUmen Glandula mamariaou
tecido adiposo

Figura 2 - Via metabdlica proposta para biossintese do C18:2 cis-9, trans-11. Adaptado
de Bauman & Griinari (2001).

Vé&ios faores podem influenciar a  biohidrogenagdo  rumind e
conseqlientemente, a quantidade de &cidos graxos insaturados disponivels para
deposicdo no tecido adiposo ou secrecdo na gordura do leite. O aumento da quantidade
de concentrado na dieta leva a diminuicdo da biohidrogenacdo, devido a queda do pH
rumind e diminuicdo da lipdlise no rimen (Chouinard et d., 1999b). Em monogéstricos,
0S microrganismos do intesino também produzem CLA. Chin e 4., (19943
comprovaram que raos convencionails, mas ndo ratos “germ freg’, sGo capazes de
produzir CLA, utilizando o &cido linoléco como substrato para as bactérias intestinais.

Quando o CLA cis-9, trans-11 é absorvido pelo intestino, move-se para a
corrente sanguinea e é absorvido pela glandula maméria para ser incorporado na gordura
do leite. De maneira andoga, 0 &ido vacénico chega a glandula maméia, e, pela acdo



da enzima SCD pode ser transformado em cis-9, trans-11 (Griinari et d., 2000) (Figura
2).

2.3.2 Sintesede CL A via Estear oil-CoA dessatur ase

A formacdo de acidos graxos insaturados, nos mamiferos, ocorre através de
enzimas denominadas dessaturases. Nos animais, as dessaturagBes vao ocorrer até o
carbono 9, ndo podendo ocorrer dém desse, devido a auséncia das dessaturases delta 12
e ddta 15, presentes somente em vegetais. Por este fato, o &cido linoléico € considerado
&cido graxo essencia, devendo ser brnecido através da dieta por ser precursor essencial
das prostaglandinas. A SCD introduz uma dupla ligacéo entre os carbonos 9 e 10 dos
&cidos graxos. As reagOes catalisadas pelos sstemas de dessaturases S80 essenciais para
manter as caracteristicas de fluidez das membranes cdulares e seus efetos nas
caracterigticas de fluidez dos trigliceridios do leite sBo criticos para manter sua secregéo
norma (Perfield et d., 2002).

Para verificar a hipétese que o C18:1 trans-11 produzido, no rimen, poderia ser
convertido em CLA na glandula mamaia pea acdo da enzima SCD, Griinari e 4.
(2000) infundiram no abomaso de vacas em lactacdo, uma mistura de C18:1 trans-11 e
C181 trans-12 (50%-509%). Estes autores observaram um aumento de 31% na
concentracéo de CLA cis-9, trans-11 secretado no leite. Deste modo, puderam concluir
gue os animais redmente foram cepazes de dntetizar endogenamente o CLA cis-9,
trans-11, demongrando que uma via ativa de sintese endogena exise. Em um segundo
experimento, o objetivo foi verificar qual era a contribuicdo da sintese enddgena de CLA
via SCD. Através da infusio de Oleo de edterculina (um potente inibidor da SCD), os
autores verificaram que ocorria uma reducdo na concentragdo da gordura do leite e
outros produtos da acdo da SCD, os quais foram indicados por um aumento de duas a
trés vezes na relacdo da propor¢do dos écidos graxos 14:0/14:1, 16:0/16:1 e 18:0/18:1.
Utilizando a mudanga na propor¢éo de 14:0/14:1 como uma indicagdo da extensio da
inibicdo da SCD, com o tratamento com Oleo de esterculina, 0s autores etimaram que

64% do CLA na gordura do leite de ruminantes foi de origem enddgena. Corroborando



estes dados, Corl et d. (2001) demonstraram que o papel da sintese enddgena de CLA é
mais importante que a sintese pelas bactérias ruminais. Neste trabalho, ocorreu uma
marcada reducdo de 60-65% no CLA cis-9, trans-11 quando os animais receberam uma
dieta suplementada com dleo de edterculina. Também foram observadas reducBes de
84%, 59% e 46% para 0 C14:1 cis-9, C16:1 cis-9 e C18:1 ds-9, respectivamente. Da
mesma forma, Kay e a. (2002) também suplementaram vacas sob regime de pastgo
com Oleo de esterculina com o intuito de verificar a contribuicdo desta via na producéo
de CLA. Sob as condigbes a que estes animais estavam submetidos, os autores
estimaram que 87 a 100% do CLA cis-9, trans-11, na gordura do leite, foi de origem
endégena. Estes autores ainda demonstraram, que os niveis de CLA cis-9, trans-11, no
leite, poderiam ser aumentados quando os animais recebessem uma fonte de écidos
graxos trans C18:1, tal como dleo de girassol.

Na mesma linha de pesquisa, Piperova et d. (2002) redizaram um experimento
fatorial 2x2, com vacas Holandesas sendo os tratamentos compostos de baixa forragem
vs. dta forragem e 2% tampdo vs. 0% de tampao adicionado. Estes autores concluiram
que a secrecdo de CLA, no lete, foi maior (P<0,01) que a concentragdo do fluxo
duodend proporcionado por cada dieta. Isto foi devido a um aumento nos iOMeros cis-
9, trans-11 e trans-7, cis-9 resultantes, na sua maioria, da sintese enddgena via
dessaturacéo (através da SCD) dos &cidos graxos trans, provenientes do ramen.

Yang e d. (1999) demonstraram que a composi¢do do tecido adiposo de bovinos
dimentados a pasto tinha uma menor concentragdo de &cidos graxos saturados quando
comparada a gordura de animais suplementados com uma dieta a base de gréos de
agodd. A atividade da SCD correspondente foi 60-85% maor nos animas
suplementados a pasto que os animais dimentados com gréo. Os autores sustentam a
hiptese que a reducdo na atividade da SCD foi devido aos &cidos graxos
ciclopropendides contidos na semente de algodéo.

Lee et d. (1998) estudaram o efeito biologico do CLA na atividade da SCD. Na
primeira pate do estudo eles suplementaram a dieta de camundongos com CLA (uma
mistura de 42% cis-9, trans-11 e 44% trans-10, cis-12) e andisaram a expressio do RNA

mensageiro  (RNAm) hepdico da SCD, a quad foi dgnificativamente reduzida no



tratamento com CLA. Na segunda etapa do experimento, hepatdcitos de camundongo
H2.35 foram testados, e 0 CLA gerado pelas bactérias do rumen (esta preparacéo
continha principdmente CLA cis-9, trans-11, sem o isOmero trans-10, cis-12) ndo
causou efeito na expressdo do RNAmM desta enzima. Baseado nestas informagdes, Lee et
d. (1998) sugeriram que o idmero trans-10, cis-12 € o respons@vel pelos efeitos
inibitérios do CLA na expressdo da SCD. Corroborando esta hipétese, Park et d. (2000)
testaram o efeito direto do CLA na atvidade da SCD hepética, de camundongos,
utilizando 8dmeros com alto grau de pureza. Os autores concluiram que uma acdo direta
inibitéria do isBmero trans-10 cis-12 ocorre na atividade desta enzima e que a dupla
ligagdo na posicéo cis-12 é a mas importante nos efetos inibitdrios do CLA e edte efeito
€ mais pronunciado quando ocorre a Mmesmo tempo, a conjugacao na posicao trans- 10.

Smith et d. (2002), estudando os efeitos da suplementacdo de CLA sobre a
composicao da gordura subcutanea de suinos observaram que existe um efeito do CLA
na composicdo de acidos graxos deste tecido, sendo que uma dieta suplementada com
1,5% de CLA mostrou um aumento na concentracdo de &cidos graxos saturados quando
comparada a uma dieta suplementada com 1,5% de 6leo de milho ou 1,5% de sebo
bovino. No traamento com CLA, veificaram também, uma reducdo de 75% na
atividade da SCD.

Choi et d. (2001) estudaram o efeito dos tratamentos com isdmeros de CLA cis-
9, trans-11; trans-10, cis-12 e controle (abumind nas linhagens cdulares de
hepatoblastoma de humanos, chamadas HepG2. Os autores verificaram que 0 isOmero
trans-10, cis-12 foi capaz de inibir a atividade da SCD nedta linhagem cdular em 60%
comparado a0 controle, sem contudo afetar a taxa de transcricdo do gene, como foi
observado em células do figado de roedores. Isto indica que nesta linhagem cdular o
CLA trans-10, cis-12 foi cgpaz de inibir mecanismos pds-traducionais, sem dterar 0s
mecanismos transcricionais. Choi et d. (2002) estudaram o efeito dos isdmeros do CLA
as-9, trans-11 e trans-10, cis-12 na expressao da SCD em linhagens de cdulas tumorais
de humanos, MCF-7 e MDA-MB-231. Utilizaram estas duas linhagens em funcéo delas
expressarem diferentes nivels da SCD, sendo menor na MDA-MB-231 e maior na MCF-

7. Os autores demondtraram que os dois isbmeros de CLA foram @pazes de regular a
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aividade da SCD nas cdulas MDA-MB-231 através de uma reducdo na abundéncia da
enzima. JAnas culas MCF-7, o CLA apresentou um efeito direto na atividade da SCD.

2.4 Efeitosdo CLA

2.4.1 Efeitosdo CL A na composi¢ao cor por al

Trabahos tém mosrado que o CLA, principdmente o isdmero trans-10, cis-12,
tem efeito na composicdo corpord em diversos moddos animas. Exitem vaios
mecanismos propostos para explicar esta reducéo no contelido de lipidios na carcaca.
Entre estes, pode-se citar: 1) Diminuicdo da ederificacd de &cidos graxos em
trigliceridios; 2) Interferéncia do isdmero trans-10, cis-12 no programa de diferenciacéo
dos adipécitoss 3) Diminuicdo da lipogénese e 4) Aumento da lipdlise EStes
Mecani SMos Seréo descritos a seguir.

Cook et a. (2000) verificaram que a suplementacdo com 5% de CLA (18:2 trans-
10, cis-12, sem o0 cis-9, trans-11) por um periodo de 3 semanas, na dieta de
camundongos, diminuiu em 82% a deposicdo de gordura subcuténea comparada a uma
dieta com 5% de &cido linoléco. Da mesma forma, Park et d. (1997) demongtraram que
a suplementacéo com 0,5% de CLA (contendo o trans-10, cis-12) na dieta de ratos,
diminuiu em 60% a deposicdo de gordura corpord dos animais e causou uma inibigdo
direta da lipoproteina Ipase em cultura de linhagem 3T3-L1 de adipécitos e um aumento
sgnificativo na concentracdo de glicerol no meio (22%), que pode ser considerado como
um indicativo do aumento da lipdlise Possvemente, ete aumento na lipdlise foi
acoplado a um aumento da oxidacdo de &cidos graxos nas céulas musculares e
adipocitos, pois foi observado efeito do tratamento com CLA na atividade de carnitina-
pamitoiltransferase (CPT) em raos. ESta enzima seria 0 passo limitante para a beta
oxidagdn. O efeto fol ggnificativo para o tecido adiposo epididima dos animas sem
restricdo dimentar e, no misculo esquelético para os ratos em jgum. Néo houve efeito
paa a CPT hepdica Portanto, o0 CLA aumentaria a beta-oxidagdo no musculo

exquelético e tecido adiposo, mas ndo no figado. Estes mesmos efeitos foram
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comprovados pelo mesmo grupo (Park et al., 1999) apenas para 0 isOmero trans-10, cis-
12, sendo que o cis-9, trans-11 ndo teve efeito nos parametros estudados.

Rahman e d. (2001) também observaram aumento na atividade da CPT no
tecido adiposo marrom, tecido adiposo perirend, tecido muscular e figado em ratos
OLEFT (modelo anima obeso/diabético) suplementados com 1% de CLA na forma de
triacilglicerol ou na forma de &cido graxo livree Um aumento no gasto energético pode
S um mecanismo para diminuir a deposcéo de gordura em dguns animas tratados
com CLA, mas €e ndo parece S um mecanismo universal operante ao longo das
expécies ou anda mesmo um mecanismo consgtente em camundongos (Evans € 4.,
2002). Estes autores observaram também uma reducdo no peso destes tecidos com
excecdo do figado. Park et al. (1997), concluiram que o CLA edaria causando uma
maior eficiéncia dos tecidos em oxidar &cidos graxos, com a findidade de produzir
cdor. Ede aumento na beta-oxidagdo poderia estar prevenindo o estoque de
trigliceridios no tecido adiposo e desta forma estar reduzindo a massa adiposa dos
animais.

Estudos conduzidos por DelLany et d. (1999) também demonstraram que o CLA
reduziu a deposicdo de gordura corporal de @mundongos, aumentou o contedido total de
proteina na carcaca, dém de ter aumentado os nivels de insulina s&rica Uma possivel
explicagcd encontrada por estes autores seria a dteracdo na senghilidade ou resposta
méxima dos tecidos a insulina (i.e resgéncia a insulind. Assm, se os adipécitos
tornarem-se resigtentes a insulina agpds o tratamento com CLA, isto poderia explicar o
paradoxal aumento da oxidacdo de &cidos graxos com O concomitante aumento da
insulina plasmética Se a0 mesmo tempo 0 misculo esquelético permanecesse sensivel a
insllina, 0 aumento dos nivels de insulina poderia levar a0 aumento na sintese de
proteina e deposicdo muscular.

O CLA também exerce efeito na deposicdo de gordura em outros modelos
animais. Em suinos, Ostrowska et d. (1999) estudaram o efeito de diferentes doses de
CLA sobre a composicdo corpora destes animais. Estes autores demonstraram que a
reducdo na espessura de gordura subcuténea foi diretamente ligada ao aumento das
doses de CLA administrada a estes animais. Com a maior dose de CLA (1% da dieta) os
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autores verificaram uma reducio de 31% na deposicio de gordura subcutinea. E
provavel que tenha ocorrido um efeito do CLA na lipogénese, uma vez que a dieta dos
animais possuia elevadas quantidades de carboidratos e, asim, a sintese de novo poderia
Ser 0 mecanismo predominante da sintese de lipidios.

Outra possibilidade para a reducdo na deposicéo de gordura seria um aumento do
gasto energético (West e d., 2000). Entretanto, em camundongos, estudos néo
observaram alteragcbes na expresso dos genes das “uncoupling proteins’ (UCP), na
mitocOndria, particulamente da UCP-1, expressa exclusvamente no tecido adiposo
marrom, condderada critica para manter a temperatura interna em camundongos. Uma
ateracdo na expressao s genes destas proteinas seria esperada para explicar possivels
reducBes na taxa de crescimento e deposicdo de gordura, sem concomitante reducéo no
consumo de dimentos. Os autores encontraram somente alteracéo na expressdo da UCP-
2, porém o papel desta UCP na termogénese parece ser bem pequeno, ou até mesmo
indgnificante (West et a., 2000).

O aumento no processo de apoptose nos adipdcitos e processo de degradacdo
ceular poderia contribuir ou ainda ser a causa primaria para a diminuicdo da deposicéo
de gordura em animais tratados com CLA. Tsuboyama et d. (2000) dimentaram fémeas
de camundongos C57BL/6J com dietas semi-purificadas com ou sem CLA (1%) e, apds
11 dias, verificaam uma diminuicdo no tamanho dos adipécitos em 41%, possvemente
causada por um aumento na expresséo do fator de necrose tumora (TNF-a). Este fator
causaria a gpoptose dos adipdcitos. O autor também mediu os niveis de RNAmM de varias
enzimas envolvidas na lipogénese em ratos suplementados com CLA apds 5 meses.
Eges animais apresentaram uma marcada diminuicdo na abundancia dos RNAmM da
acetil CoA carboxilase (ACC) em 72% e de 88% da &cido graxo sintase (FAS), enzimas
chaves de regulacdo da sintese de novo na gléandula mamaia e tecido adiposo.
Entretanto, como a expressdo de véias enzimas lipogénicas é controlada pelo fator de
transcricdo SREBP-1 (deral regulatory eement binding protein-1), o efeito do CLA na
expressdo do SREBP-1 também foi examinado. A abundancia do RNAmM deste fator de
transcricdo diminuiu com o tratamento e passou a ser 33% da abundancia comparada ao

grupo controle.
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Azan e d. (2000) estudaram os efeitos do CLA na mudanca da composicéo
corpora de ratos “Sprague Dawley” suplementados com CLA por um periodo minimo
de 7 dias. Edtes autores verificaram que ndo howe efeito do CLA no ganho de peso dos
animais ou na ingestéo aimentar, porém, ocorreu uma reducdo de 32% na gordura
subcuténea dos animais suplementados com doses de 0,5% de CLA. Além disso, ocorreu
uma reducdo de 44% na velocidade de deposicdo da gordura (1,04g x 0,58g de ganho
liquido, P<0,01). Os autores concluiram, também, que o efeito do CLA na reducdo da
gordura corporad ocorreu na fase de diferenciacd dos adipdcitos, araves de uma
reducdo no tamanho, e ndo no nimero dos adipocitos. Esta teoria para reducéo da
gordura corpora € consstente com mudancas metabdlicas (diminuicdo da lipogénese e
aumento dalipdlise) reportadas previamente por Park et . (1997).

Exisem evidéncias (Evans et a., 2002) que o CLA pode exercer seu efeito na
composicéo corpora através de um receptor nuclear, o receptor ativado proliferador de
peroxissomo (PPARa). O PPARa € um membro de uma familia de receptores
nucleares, que pertence a um tipo de fatores de transcricdo regulatorios que sdo chaves
na diferenciacdo dos adipécitos e no metabolismo lipidico. Este, quando ativado, pode
modular a expressdo génica de numerosas enzimas que funcionam para transportar e
oxidar &cidos graxos (Peters et d., 2001). Com o intuito de verificar se 0 CLA poderia
edar induzindo enzimas gque metabolizam lipidios através de uma acdo no fator PPARa,
Peters e d. (2001) conduziram um experimento para verificar o efeito do CLA
administrado na dieta, de camundongos. Para igto, utilizaram camundongos nocauteados
para este gene. Os ganhos de peso dos animais nocauteados e selvagens, suplementados
com CLA, foram smilares e um pouco menores que os animais controle. O contelido de
gordura corporal foi reduzido nos tipos sdvagem e nocauteados, suplementados com
CLA de uma mangra dmilar. Adicondmente, a suplementacdo com CLA resultou em
maiores nivels de RNAm codificador de enzimas mitocondriais metabolizadoras de
&cidos graxos e UCP-2 nos dois modelos suplementados com CLA7, 0 selvagem e o
nocauteado. Estes resultados indicam que estas respostas nduzidas pelo CLA parecem
ser independentes de PPARa.
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Existem trabahos associando um maior gasto energético com os efeitos do CLA
na reducdo de gordura. Terpstra et ad. (2002) redizaram um estudo para verificar o gasto
energético em camundongos na fase de crescimento, submetidos ou ndo a uma dieta
restrita e suplementados ou nd com uma mistura de isdmeros de CLA, por 39 dias. A
energia presente na carcaga, na comida e fezes foi medida através de uma bomba
cdorimérica O CLA diminuiu a porcentagem de energia ingerida que foi armazenada
na carcaga de 1,9 para —2,3 em animais néo restritos e em 1,3 para —2,9 para animais
redritos. Os vaores negativos nos grupos recebendo CLA indicam que os animais
ficaram em balango energético negativo, ou sga, que nerhuma energia foi estocada, mas
sm ocorreu um gasto energético pelos animais. Da mesma forma, os autores verificaram
um aumento na energia perdida nas excretas dos animais recebendo CLA. A menor
quantidade de energia estocada na carcaga foi um reflexo do aimento de 74% no gasto
energético e um aumento da energia perdida nas fezes (26%).

Em humanos os efeitos do tratamento com CLA n&o sio claros. Por exemplo, o
tratamento com CLA (3,4%-6,8%) durante 3 meses reduziu a massa de tecido adiposo
em adultos obesos e adultos acima do peso (Blankson et a., 2000). Brown et d. (2001)
conduziram experimentos utilizando culturas primérias de cdulas de edroma vascular
de humanos para entre outros objetivos, verificar a resposta das cdulas a0 tratamento
crénico com o isdmero trans-10, cis-12 no contetido de trigliceridios celular, determinar
se 0 efeito causado pelo CLA trans-10, cis-12 poderia ser revertido peo écido linoléico e
verificar se uma possivel reducdo no contelido de trigliceridios nas células seria devido a
um aumento na lipogénese ou a um aumento na lipdlise. No primeiro experimento ees
verificaram que o conteldo de triglicerideos diminuia com doses de CLA de 1 a 10
mmol/L. No segundo experimento, as cdlulas tratadas com trans-10, cis-12 tinham 60%
menos trigliceridios que as cdulas controle. Interessante que, quando as culturas tratadas
com 10 mmol/L de trans-10, cis-12 foram suplementadas com 10, 30 ou 100 mmoal/L de
&ido linoléco das agpresentaram mais trigliceridios que agudas céulas tratadas
somente com 0 isdmero puro. Assm, o &cido linoléico mostrou-se capaz de reverter os
gfeitos causados peo trans-10, cisl2, restaurando o conteldo de trigliceridios das

clulas. 10 modtra claramente que os efeitos do CLA s reversiveis. No Ultimo
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experimento, des verificaram que ocorreu uma reducd na incorporacdo de glicose [C14]
nos lipidios totais, sendo que na maior dose de trans-10, cis-12 (30nmol/L) esta reducéo
foi de 80%. Entretanto, nenhuma dteracéo foi observada em relacdo a lipdlise. Estes
dados sugerem que os efeitos antiobesdade reportados em humanos recebendo uma
mistura de isdmeros do CLA seriam devido a uma inibicdo da lipogénese pelo isdmero
trans-10, cis-12. Entretanto, € importante salientar que estudos em animais para testar os
efeitos do CLA, na deposcéo de gordura, sdo conduzidos em animais na fase de
crescimento e em humanos na fase adulta. Portanto, os estudos sobre os efeitos do CLA,
em humanos, tém como objetivo principd a diminuicdo dos depdsitos de gordura ja
formados (i.e. hipertrofia) e em animais em crescimento, a diminuicdo do ndimero e,

consequentemente, deposicdo de gordura (i.e. hiperplasia e hipertrofia).

2.4.2 Efeitosdo CL A na carcinogénese

Exige evidéncia incontestavel que o CLA é um €fdivo agente anticarcinogénico
em moddos animas. Embora 0 CLA tenha mostrado efeitos anticarcinogénicos em
outros tecidos, como os da progtata, 0 desenvolvimento de tumores na glandula maméria
parece ser particularmente sensivel a intervengdo do CLA. Segundo Ip (2001), o CLA
estocado nos adipocitos poderia agir como um “fator parécrino” na regulacdo do
crescimento das cdulas epitdiais maméias. Deste modo, dois principais isdmeros cis-9,
trans-11 e trans-10, cis-12 edariam envolvidos neste mecanismo. Ip et d. (2001)
descobriram que dém dos efeitos do CLA no epitdio mamario, ele também pode agir
indiretamente, reduzindo a diferenciacdo das cdulas do estroma mamaio para um tipo
de cdula endotdid. Especificamente, autores descobriram que o CLA foi cagpaz de
diminuir a cgpacidade das cdulas do esroma maméaio de formar redes de
microcapilares in vitro (angiogénese). Eda cepacidade do CLA em diminuir a
angiogénese e modular a diferenciacdo das cdulas do estroma mamario, pode contribuir
para sua eficacia nainibi¢do da carcinogénese mamaria.

O primero trabaho na literatura, 0 qual mostra que a suplementagdo da dieta
com CLA é efetivo na prevencéo do cancer maméio, foi redlizado por Ip et d. (1991).
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Estes autores observaram que ratas ingerindo 10 mg de 7,12-dimetilbenzo-antraceno
(substéncia que induz a carcinogénese) tiveram uma inibicdo de 32% no aparecimento
do tumor mamaio quando ingeriram 0,5% de CLA na digta e uma inibicdo de 60%
numa dosagem de 1,5% de CLA. Edas dietas foram iniciadas duas semanas antes da
adminisracdo do carcinogénico e continuaram até o find do experimento. Ao longo
deste experimento, os autores verificaram que embora as ratas fossem dimentadas com
preparacdes de CLA, as quais continham uma mistura de isdmeros, grande parte do cis-
9, trans-11 foi incorporado na fracdo fodfolipidica da membrana, e a partir dai sugeriram
que este seria 0 isBmero biologicamente ativo nainibicdo da carcinogénese.

Posteriormente, Ip e a. (1995) apresentaram evidéncias de que um continuo
suprimento de 1% de CLA na dieta de ratas, do periodo poés-desmama até o periodo da
puberdede, foi suficiente para inibir o crecimento do tumor maméio. Este efeto foi
prorrogado quando as fémeas ininterruptamente continuaram recebendo CLA apds a
administracdo do reagente causador de tumores. Ip et a. (1997) confirmaram a teoria do
experimento anterior, pois somente os animas que receberam doses de CLA durante
todo experimento (20 semanas), tiveram uma reducdo de 70% no nimero totd de
tumores que neste experimento foi estimulado por leves doses de 7,12-dimetilbenzo-
antraceno. Egtes autores também demonstraram que a incorporagd de CLA foi muito
maior nos lipidios neutros que nos fosfolipidios, verificando também que quando o CLA
foi removido da dieta, os lipidios neutros e bsfalipidios dos animais suplementados com
CLA retornaram a0 seu valor basd. Esta seria uma possivel explicacdo do porqué de
um suprimento ininterrupto de CLA € necessario para manter a inibicdo da progressio
do tumor.

Corroborando estes dados, Banni et a. (1999) mostraram que existe uma maior
concentragdo de CLA nos tecidos que contém lipidios neutros (e.g. glandula maméaria e
gordura abdomind) que nos tecidos que contém fosfolipidios (eg. figado). Isto pode
explicar 0 motivo peo quad o CLA proporciona uma maor protegdo da glandula
mam&ia do que em outros tecidos. No epitdio maméio, exigem edruturas
morfolégicas didintas denominadas “termind end buds’ (TEBS), as quais sfo Sitios

primarios para indugdo quimica de carcinomas. Neste trabalho, houve uma gradativa
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reducdo da densidade dos TEBs com dosagens de CLA de 0,5-1,0% e concomitante
reducdo no gparecimento de tumores nestas mesmas dosagens.

Ip & Scimeca (1997) descreveram que o efeito do CLA na inibigdo do tumor
mamé&io € independente da dosagem de é&cido linoléco na dieta Estes autores
suplementaram a dieta de roedores com dosagens de 0,5% a 2% de CLA, e a dtividade
anticarcinogénica do CLA foi maxima na dossgem de 1% de CLA. Porém, a
incorporagdo de CLA nos lipidios e fosfolipidios acompanhou as doses de CLA. Isto
sugere que o CLA deve ser convertido em agum metabdlito ativo para ter propriedades
anticarcinogénicas. Assm, a limitada capacidade desta via bioquimica poderia explicar a
maximizacdo do efeito protetor do CLA a 1%, apesar do aescente acimulo de CLA nos
lipidios neutros a niveis maiores que este.

Pogteriormente, Banni et a. (2001) redlizaram dois experimentos com o objetivo
de verificar s2 0 acido vacénico (C18:1 trans-11) € convertido eficientemente a écido
linoléico conjugado em ratos via agdo da SCD e se 0 &cido vacénico poderia subgtituir o
CLA como um agente anticarcinogénico. Em geral, as concentragbes de CLA e seus
metabdlitos aumentaram proporcionamente com as dosagens de acido vacénico. No
primeiro experimento, a dose de 2% de &cido vacénico acangou um plateau na
producéo de CLA. Os autores utilizaram esta mesma dosagem no segundo experimento
para verificar sua eficdcia no bloqueamento de lestes mdignas na glandula maméaia de
ratas. A proliferacdo dos “terminad end buds’ (TEBS), no epitdlio mamaio, foi utilizada
como indicador de tumores gpGs 6 semanas de administracdo do carcinogénico. O
tratamento com &cido vacénico reduziu o nimero total destas lesBes mdignas em 50%.
Os autores concluiram que a resposta anticarcinogénica do acido vacénico foi mediada
pela conversdo endégena de CLA via SCD.

Ip et d. (19999 redizaram um estudo para verificar se a gordura do lete de
vacas enriquecida com CLA possuia a mesma atividade biolégica da mistura de CLA.
Para este fim, os autores utilizaram ratas Sprague-Dawley de 21 dias e verificaram que a
suplementacdo da dieta dos animais durante o periodo da puberdade com esta gordura,
reduziu em 30% a proliferacio das cdulas TEB e inibiu a progresséo do tumor mamario

em 53%. Os animais consumindo esta gordura também acumulaam mas CLA cis-9,
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trans-11 na glandula maméria e outros tecidos (quatro a seis vezes mas) que 0s animais
consumindo CLA como &cido graxo livre. I1sto sugere que a presenca de &cido vacénico
livre, na gordura, pde ter servido como um precursor para a sintese endégena de CLA
via reacéo da SCD. Corroborando com estes dados, Thompson et a. (1997) verificaram
que a suplementagcdo de CLA na dieta de ratas durante a puberdade reduziu em 30% a
sintese de DNA nos TEBs e ductos [6bulo aveolares.

Uma possivd explicacd pela qua o CLA inibe a cacinogénese nas células
mamérias foi descrita em um trabaho redizado por Ip e a (1999b). O CLA inibiu o
crecimento e diferenciagdo das clulas epitdias normais de glandula mamaria, em
culturas primérias, através de uma reducdo da sintese de DNA e estimulo da apoptose.
Estas observagbes demonstram que o CLA pode agir diretamente na prevencéo do
cancer através da inibicdo do crescimento e estimulo da apoptose nestas cdlulas. Neste
mesmo trabaho, foram utilizadas duas formas de CLA; uma mistura de isOmeros ou 0
isOmero puro do CLA cis-9, trans-11. Entretanto, os autores demonstraram que ambas as
formas do CLA inibiram o crescimento das cdulas epitdias mamérias, porém a mistura
fol mais potente nesta inibigdo. Isto sugere que o CLA como mistura continha um outro
isdmero com dividade anticarcinogénica téo dta quanto o isdmero cis-9, trans-11 e que
aunido dos dois isdmeros potencidizou aacdo do CLA.

Apesar dos resultados citados acima, O mecanismo exao da agdo
anticarcinogénica do CLA, ainda ndo é bem compreendido. Pesquisas in vivo (Ip, € d.,
1991) haviam indicado que a agdo anticarcinogénica do CLA era atribuida & suas
propriedades antioxidantes. Pogteriormente, Zhang & Chen, (1997) observaram que o
CLA nd age como um antioxidante e dm, acderando a peroxidagdo lipidica
Entretanto, Igarashi & Miyazawa (2001) trabahando com linhagens cdulares humanas
de hepatoma (HepG2) verificaram que a proliferacdo cdular foi inibida na presenca de
10-40 nM de CLA, quando comparado & células controle, apds 72 horas. Para medir se
o efeito inibitdrio do CLA no crescimento celular era originado da peroxidacdo lipidica
as cdulas foram incubadas em um meio que continha antioxidantes como a- tocoferol e
BHT. Entretanto, a adicdo destes antioxidantes, no meio com CLA, ndo reverteram a
inibicdo do crescimento celular induzido pelo CLA. Os autores sugerem que o efeito
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inibitério do crescimento nestas células € causado por mudancas ndo conhecidas no
metabolismo dos &cidos graxos, pois, 0 contelido de lipidios e acidos graxos claramente

aumentou nas células suplementadas com CLA, comparadas & células controle.

2.4.3 CLA esintese de gordura na glandula maméria

A depressdo da gordura no leite (DGL) a qua ocorre sob certas condigOes, tais
como dietas com elevadas quantidades de concentrado, representam uma Stuacdo
extrema onde a sintese de gordura no leite pode ser reduzida em 50% ou mais (Griinari,
et d., 1997). Adiciondmente, vérias outras manipulagbes dietéticas incluindo gorduras
alivas no rdmen, tamanho reduzido de particulas, baixo teor de volumoso e uso de
ionéforos resultam em Vé&rios graus de reducdo da producdo de gordura do leite (Suton,
1989; Van Soedt, 1994). Os mecanismos envolvidos na DGL ndo estéo completamente
elucidados, porém agumas teorias tém Sdo propostes. EStas teorias podem  ser
sumarizadas em duas categorias. as quais consderam que a depressdo da gordura € uma
conseguiéncia da diminuicdo no suprimento de precursores de lipidios para a glandula
mamaia e teorias que aribuem a DGL a uma inibicdo direta na glandula maméria de
uma ou mais etgpas na sintese de gordura do leite. A teoria mais tradicionalmente aceita
envolve a reducdo nos precursores de lipidios como causa da DGL e foi denominada de
teoria glicogénicalinsulinica. De acordo com edta teoria, um aumento na ingestdo de
concentrado, aumentaria a concentracd0 de insulina circulante, a qua aumentaria a
particdo de nutrientes para deposicdo no tecido adiposo, diminuindo a quantidade de
precursores para sintese de gordura na glandula maméia, que ndo Seria responsva a
insulina (Van Soest, 1994). Entretanto, estudos ndo observaram a DGL quando os niveis
de insulina circulante foram cronicamente evados (McGuire et a. 1995).

Em rdacédo & teorias envolvendo uma inibicdo direta na gléandula maméria,
componentes 0s quais poderiam ser derivados da dieta ou produzido por fermentacdo
rumind, ou mesmo pelo metabolismo animd, tém sdo sugerido como possivels agentes
capazes de agir em dgum nivel das rotas bioquimicas da sintese de gordura. Agéo direta
dos é&cidos graxos trans na DGL foram propostas inicidmente por Davis & Brown
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(1970). Pennington & Davis (1975) também associaram os trans C18:1, produzidos pea
biohidrogenacéo parcid dos &cidos graxos poliinsaturados, com DGL. Gaynor et 4.
(1995) estudaram as duas teorias propostas na reducéo da sintese de gordura do leite.
Egtes autores dimentaram vacas Holandesas com dois tipos de dietas denominadas:
controle (40% de concentrado e 60% de forragem) e dieta rica em concentrado (80%
concentrado e 20% forragem) e os animais foram divididos em dois grupos, agqueles que
goresentavam uma ou mais unidades na depressio de gordura foram classificados como
responsvos e aqueles restantes foram classficados como ndo responsvos. Os autores
observaram que quando 0s animas responsvos mudavam de uma dieta controle para
uma dieta rica em concentrado, estes gpresentaram uma porcentagem maior de é&cidos
graxos trans no leite, maior producéo de leite, reducdo na porcentagem de gordura e uma
tendéncia a aumento na quantidade de proteina no leite (P=0,06), dentre outras
dteracbes nos parémetros metabdlicos observados. A auséncia de uma maior
concentracdo de glicose e inalling, N0 sangue, das vacas com maior queda na
porcentagem de gordura no leite (responsvas) quando comparadas & vacas hao
responsivas foram contra a teoria glicogénicalinaulinica para explicar por completo a
depressio da gordura no leite, induzida pela dieta. Entretanto, elevadas concentractes de
acidos graxos trans C18:1 na gordura do leite dos animais responsivos, suportaram a
teoria do efeito dos &cidos graxos trans na depressio da gordura do leite. Além disto,
uma reducdo na concentracdo de acidos graxos C14:0, C16:.0 e C18:.0 nos animas
recebendo dietas ricas em concentrado quando comparada aos animais recebendo dieta
controle suportam a hipdtese de um efeito dos &cidos graxos trans na reducdo tanto da
sintese de novo quanto na utilizac&o dos &cidos graxos pré formados no leite.

Griinari et d. (1998) examinaram os efeitos da suplementacdo de dietas com
gorduras insaturadas e dteracdo da fermentacdo rumina na DGL. Os autores
demongtraram uma diferenca entre os tratamentos quanto aos iSOMeros posicionas trans
C18:1. A adicéo de gordura insaturada e grande quantidade de forragem resultou no
aumento do contetido de C18:1 trans-11 no leite e ndo aterou a porcentagem de gordura
do leite, mas a adicdo em dietas ricas em concentrado aumentou o contetido de trans-10

e diminuiu a porcentagem de gordura no leite em 30%, quando comparado ao controle.
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Estes dados sugerem que isOmeros trans especificos ou metabdlitos et@o mais
relacionados com mudancgas na sintese de gordura do leite do que os trans C18:1 totais.
Além do mas a adicdo de gordura insaturada na dieta diminuiu a concentracdo de
acidos graxos derivados da sintese de novo (C4:0 ao C14:0) e aumentou a concentracao
dos &cidos graxos pré-sintetizados no leite (parte do C16:0 e C18:0). Embora a DGL
ocorrida nas dietas com baixa fibra envolva sempre uma reducdo na producéo de ambos
&cidos graxos, sintetizados de novo e pré-formados.

Em outro trabaho, Griinari et d. (1999) encontraram uma relacéo linear entre a
concentracdo de C18:1 trans-10 e CLA trans-10, cis-12 na gordura do leite. As
concentragdes de CLA trans-10, cis-12 no leite variaram entre 0,02 e 0,2% do totd de
acidos graxos, do leite, e representaram menos que 5% dos niveis de CLA cis-9, trans-
11, o isomero de CLA predominante na gordura do leite. Trabaho subsequente deste
grupo, demonstrou que € o isdmero trans-10, cis-12 que diminui a gordura do leite, e ndo
0 iOmero cis-9, trans-11 (Baumgart et al., 2000q). Neste trabaho, infusdes no abomaso
de vacas Holandesas foram redizadas durante 4 dias e os tratamentos compreendiam o
isOmero de CLA cis-9, trans-11 e em um segundo tratamento, o trans-10, cis-12. O
tratamento com o isdmero trans-10, cis-12 reduziu em 42% e 44% a porcentagem e a
producdo de gordura no leite, respectivamente. A composicdo de &cidos graxos no leite
revdou que o isdmero de CLA trans-10, cis-12 reduziu preferencidmente os &cidos
graxos sntetizados de novo. Um aumento na proporcéo de C14:0/ C14:1, C16:0/ C16:1
e C18:0/ C18:1 indicou que este isdmero inibiu a atividade da SCD.

Peterson et a. (2002) demonstraram, recentemente, através da unido dos dados
de diversos trabahos que, embora o isdmero trans-10, cis-12 compreenda apenas uma
pequena propor¢do da gordura total do leite, uma relacdo quadrética existe entre reducdo
na porcentagem de gordura do leite e aumento do contetido de trans-10, cis-12 nesta
gordura (R®=0,96) (dados mostrados na Figura 3a) e também entre reducdo na
porcentagem de gordura do leite e aumento das dosagens de trans-10, cis-12 infundidas
(R?=0,99) (dados mostrados na Figura 3b). Efeitos na composicdo de &cidos graxos do
leite fornecem informacBes do mecanismo pelo qua a sintese de gordura do leite é

inibida. Em ruminantes, &cidos graxos com menos de 16 carbonos sfo sntetizados de



22

novo, enquanto parte dos &cidos graxos com mais de 16 carbonos e os &cidos graxos
com 18 ou mais carbono surgem do consumo de acidos graxos circulantes. Em outro
experimento (Pefidd et d., 2002), houve um efeito smilar do CLA trans-10 cis-12
tanto nos &cidos graxos dntetizados de novo como nos &cidos graxos pré-formados.
Estes autores puderam, entdo, concluir que mudancas na composicdo de acidos graxos
do leite, ndo estdo relacionadas somente com a inibicdo da sintese de &cidos graxos de
Nnovo ou apenas com a inibicdo da disponibilizacdo e utilizacdo dos &cidos graxos pré-

formados, mas sm envolvem um mecanismo que reduz as duas vias metabdlicas.
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Figura 3a - Relacéo entre a diminuicdo na producdo da gordura do leite e doses de CLA
trans-10, cis-12 infundidos no abomaso de vacas lactantes.
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Figura 3b - Reacdo entre a diminuicdo na producdo da gordura do leite e o conteldo de
CLA trans-10, cis-12 nagordura do leite.
Adaptado de Peterson et d. (2002)



Chouinard et d. (19994) infundiram no abomaso de vacas em lactagdo uma mistura
de isdmeros de CLA e verificaram que todos os isbmeros contidos na mistura (cistrans
8,10; cigtrans 9,11; cigtrans 10,12 e cigtrans 11,13) foram transferidos para o leite dos
animais de uma manera dose dependente. A menor eficiéncia de transferéncia (10%) foi
para o isdOmero cigtrans 10,12. Sendo a eficiéncia dos outros isOmeras por volta de 20%.
Neste trabaho, ocorreu uma reducdo na gordura do leite (em média de 52-55%) e a andlise
do pefil de &idos graxos no leite demonstrou uma reducdo na sintese de novo e na
dessaturacéo dos écidos graxos. Baumgard et a. (2001) verificaram que doses acima de 7
gramad/dia de trans-10, cis-12 infundidas no abomaso de vacas em lactacdo, levou a uma
reducdo sgnificativa nos écidos graxos sintetizados de novo. Mudangas na composicao de
acidos graxos no leite destes animais demondraram que a atividade da SCD também foi
inibida. Corroborando estes dados, Loor & Herbein (1998) e Giesy et d. (2002) também
verificaram que isdmeros de CLA ou o CLA na forma de sais de cdlcio foram capazes de
reduzir em 34% a gordura do leite devido principdmente a reducdo nos &cidos graxos de
cadeia de 6 a 16 carbonos sugerindo uma potente inibicdo da sintese de novo na glandula
maméaia Loor & Herbein (1998) verificaram um aumento de dez vezes na concentracéo de
CLA nos trigliceridios plasmatico dém de um aumento na concentracdo de CLA no leite.
Os resultados sugerem que o contelido de CLA no leite reflete a quantidade de CLA
disponivel para absor¢do no intestino delgado.

Piperova et a. (2000) utilizaram dietas DGL para avdiar 0 efeito na aividade da
ACC e FAS. Edtes autores observaram uma reducdo na atividade destas enzimas de 61% e
44% para a ACC e FAS, respectivamente. Além disso, uma reducdo na abundancia do
RNAmM da ACC foi observada. Em acordo com a menor atividade, foi observada uma
reducdo de 43% na gordura do leite destes animais, oriunda da reducéo da sintese de novo
na glandula maméia Consequentemente, os &cidos graxos sSintetizados de novo foram
reduzidos (27% na proporcéo e 60% na producao), onde os &cidos graxos trans tiveram um
aumento de 1,9% para 15,6% no leite dos animais suplementados com a dieta DGL, reflexo
predominante do aumento dos &cidos graxos trans-10 C18:1. Nesta dieta com DGL a
concentracdo do isdmero trans-10, cis-12 foi aumentado dez vezes. Os resultados Sfo

consstentes com o0 pape do CLA trans-10, cis-12 na depressdo da gordura do leite



reportados previamente por Baumgard et al. (20008), mas mudangas observadas em outros
acidos graxos trans e isdmeros do CLA também podem ser importantes.

Para estudar os mecanismos pelos quais o CLA trans-10, cis-12 reduz a gordura do
leite, Baumgard et a. (2002b), com infusdo do isdmero trans-10, cis-12 no abomaso de
vacas lactantes durante 5 dias, verificaram uma reducdo de 48% na quantidade de gordura
no leite e um aumento de trans-10, cis-12 no leite dos animais recebendo CLA de 0,1 para
4,9 mg/g quando comparados ao controle. Redugdes no conteido dos &cidos graxos C4:0 a
C16:0, no leite, tiveram uma contribuicdo de 63% para a reducéo da gordura. Corroborando
estes dados, os autores andisaram a capacidade lipogénica dos tecidos e verificaram uma
reducdo de 82% nesta capacidade quando os animais receberam CLA trans-10, cis-12. A
infusio de CLA também modificou a abundéncia do RNAmM de enzimas envolvidas na
lipogénese, indicada pela reducdo de 40%, 39% e 48% da FAS, ACC e SCD,
respectivamente. Adiciondmente, a expressdo da lipoproteina lipase (LPL) foi reduzida em
48% e da proteina ligadora de &cidos graxos também foi reduzida em 54%. A expressdo da
gliceral fodfato acil tranderase e acil glicerol fodfato acil trandferase envolvidas na sintese
de trigliceridios foram reduzidas em 40%. Concluindo-se, estes dados demonstram que 0s
mecanismos pelos quais o CLA trans-10, cis-12 inibe a sintese de gordura no leite incluem:
diminuicdo da expressdo de genes que codificam enzimas envolvidas no consumo de acidos
graxos circulantes e transporte, sintese de novo de &cidos graxos, dessaturacdo de acidos
graxos e sintese de trigliceridios.

Em trabaho recente conduzido por este mesmo grupo (Baumgard et d., 2002a),
uma <krie de experimentos foram redizados para eucidar os efeitos do CLA no
metabolismo lipidico e controle homeogt&ico, em vacas lactantes. Trés experimentos foram
conduzidos, ao longo deles redugdes de 25% a 50% foram acancadas na gordura do leite, o
equivdente de 6% a 11% da energia liquida. Entretanto, os efeitos foram especificos para a
gordura do leite, sendo que nenhuma ateracdo foi observada na ingestéo dimentar e
producdo de leite ou producdo de proteina Os niveis de metabdlitos circulantes como
glicose, insulina ou leptina ndo gpresentaram  dteragbes com as dosagens de CLA. As
concentragBes basais de &cidos graxos livres também ndo foram afetadas, mas a resposta

lipolitica & epinefrina foi reduzida em dois tratamentos quando as vacas receberam CLA



trans-10, cis-12, sendo que no Ultimo tratamento ndo houve resposta. Resumindo, os efeitos
do CLA trans-10, cis-12 parecem ser muito mais pronunciado no tecido da glandula
mamdria, resultantes da sintese de gordura reduzida. Os efeitos do CLA na resposta do
tecido adiposo aos sinais homeodtéticos reguladores da lipdlise (epinefrind ndo permitiram
aos autores concluirem que o CLA poderia estar agindo desta forma. Entretanto, ateraces
de fatores associados a homeostase da glicose poderiam estar envolvidos com mecanismos
onde o CLA reduziria a sintese de &cidos graxos e deposicdo de gordura corpora. Porém,
neste estudo, o CLA trans-10, cis-12 ndo dterou a concentracdo plasmética basal destes

fatores.



3MATERIAL E METODOS

3.1 Modelo animal

Foram utilizadas 16 ratas da raca Widsar, do Laboratorio de Nutricdo e
Crescimento Animd - Departamento de Zootecnia ESALQ-USP, com peso inicid
meédio de 260 gramas. As fémeas receberam racdo suplementada com CLA do dia da
paricéo até o pico de lactagdo (15 dias post partum).

As fémeas foran mantidas, em gaolas individuas, em uma sda isolada, com
temperatura controlada entre 23-25°C e fotoperiodo de 12 horas (luz entre 06:00 e 18:00
horas) durante todo o periodo experimenta.

3.2 Dieta

Os animais foram dimentados com uma digta comercid da Purina (Labina —
Racdo para animais de laboratdrio) na forma de peletes até no maximo 7 dias pré-parto.
A partir desta data, as fémeas receberam a mesma racéo, mas na forma farelada para um
periodo de adaptacdo (Figura 4). A dieta aendia a todas exigéncias nutricionais
recomendadas pelo NRC (1978).
Os animais foram separados em dois grupos a partir do parto e receberam do dia
0 (parto) ao 15° dia os seguintes tratamentos:
1) Controle: dietas contendo a seguinte composicdo bromatologicas 90,69% de MS;
25,37% de PB; 5,05% de FB; 3,86% de EE; 8,29% de MM; 1,48% de Ca e
0,83% de P.



2) 2,5% de CLA-60 na digta Contendo a seguinte composicdo bromatoldgica: 25,37%
de PB; 5,05% de FB; 5,86% de EE; 8,30% de MM; 1,53% de Cae 0,83% de
P, com base na matéria seca. Esta racdo continha 0,41% na matéria seca total
do isdmero trans-10, cis-12.

O CLA-60 contém 60% de isdmeros de CLA na seguinte proporcéo: 24%
cigtrans 9,11, 35% cidtrans 10,12; 15% cigtrans 8,10; 17% transll, transl3 e 9%
outros. Portanto, condderando-se que os sais de CLA-60 produzidos para este
experimento (Church & Dwight, Princeton, NJ) continham 20% de cinzas e 80% de
&cidos graxos houve um consumo equivaente a 407 mg/kg de peso vivo do isdmero
cigltrans 10,12.

No Ultimo dia do periodo experimenta, os animas foram ordenhados e, em
seguida, sacrificados pararetirada dos tecidos (Figura 4).

A escolha da dose utilizada neste experimento foi baseada nos resultados obtidos
previamente por DeLany e a. (1999), no qual se observa que o peso dos tecidos
adiposos mesentérico, epididima e inguina de ratos diminuem com a ingestéo de 0,41%
da matéria seca total de isdmero trans-10, cis-12. Edta idéia de que esta quantidade do
isdmero, na dieta, devia ser adequada para se testar as hipoteses foi reforcada pelos
resultados de Baumgard et a. (2000a), que observaram uma diminuicdo de 36% na
porcentagem de gordura no leite nas vacas que receberam por infusdo, no abomaso,
0,27% do isdmero trans-10, cis-12.

Obsarva-s2 aravés da composicdo bromatoldgica da dieta que a energia foi
diferente nas duas dietas experimentais. Porém, foi reportado peo NCR (1978) que
dietas contendo aé 18% de gordura ndo afetam o consumo e também ndo afetam
parametros reprodutivos de roedores. E importante destacar que esta quantidade do
isOmero trans-10, cis-12 presente na dieta ndo € consderada como um nivel téxico para
ratos. Trabahos anteriores, Scimeca (1998) observou que uma dieta contendo 0,58% do
isdmero trans- 10, cis-12 ndo resultou em nenhum prejuizo para a salde destes animais.
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Figura 4 — Representacdo esquemética do plano de trabaho redlizado no experimento.

3.3 Consumo de Alimento

Durante todo o periodo experimental, do primeiro dia c parto até o 15° dig, a
racao era trocada diariamente entre 8 e 9 horas da manha e as sobras eram pesadas.
Controlando-se as quantidades oferecidas e as sobras, foi possivel estabdecer a ingestdo
diariaindividud.

3.4 Ganho de peso dos animais

O ganho de peso das fémeas e da prole foi acompanhado desde o dia do
nascimento ao Ultimo dia do experimento. A prole era retirada das fémeas nos dias
previamente edtipulados de pesagem, no periodo da manhd (para se evitar possives
ateracOes diurnas nos pesos das ninhadas) e imediatamente pesados. As pesagens foram
realizadas no dia do nascimento (0) e aos 4, 8, 12 e 15 dias de idade, em toda prole de
cada fémea. Nestes mesmos dias, 0 acompanhamento do peso das fémeas também foi
redlizado.



3.5 Coleta de material

Durante o 15° dia de lactago, as ratas foram separadas da prole 4 horas antes da
retirada da amostra de leite. ApGs a redizacdo da ordenha, os animais foram abatidos
para retirada de sangue da aorta abdomina sobre leve efeito anestésico de pentobarbitd
sodico (48 mg/kg) e este sangue foi coletado em tubos “Vacuntaine” com EDTA. As
amodtras foram, entéo, resfriadas em isopor com gelo imediatamente gpos a coleta e, em
seguida centrifugadas a 5000xg. O plasma obtido foi entéo transferido para microtubos,
e armazenado a—20°C para andlises posteriores.

ApGs a coleta de sangue, amostras de tecido adiposo omentd, tecido da glandula
maméria e figado foram retiradas e imediatamente estocadas a-80°C.

Amostras de leite foram estocadas a —80°C em microtubos para uma posterior
redizacdo da andlise de composicdo do leite quanto ao percentua de gordura e perfil de

acidos graxos, incluindo isdmeros de posi ¢oes e estereoi SOMeros.

3.5.1 Par ametr os Plasmaticos

O plasma congdado foi utilizado para andise dos seguintes paréametros. &cidos
graxos livres (AGNE), triglicerideos (TGA) e colesteral total. Para as andlises de AGNE
utilizorse um méodo enziméico-colorimétrico (NEFA C, Wako Chemicds). A
guantidade de AGNE presente na amostra péde ser determinada através da medida de
densdade dtica a 550nm, em espectrofotdbmetro. As andises de TGA e colesterol tota
também foram redizadas com ensaos enziméicos coloriméricos (Colesterol, Bio
Diagnédica e Triglicerideos, Bio Diagnogica) com ldturas redizadas em
espectrofotémetro.

3.5.2 Avaliacdo da composicao do leite

Os lipideos totais do leite foram extraidos como descrito previamente por Hara &

Radim (1978) com agumas modificaches, devido ao volume de leite reduzido. Para a



extracd0 de gordura, as amostras de leite, foram congeladas apds serem lidfilizadas, e
armazenadas em tubos lacrados e insuflados com N». Desta amostra, foram retirados 1
grama para a extracéo de gordura. Em um tubo de extracdo foram adicionados 18 mL de
uma misura Hexano:lsopropanol (3:2), agitadas vigorosamente por 1 minuto e em
seguida, adicionourse 9 mL de uma solugdo de sulfato (1g de sulfato de sodio/ 15 mL de
H>0). Seguindo-se de agitacdo vigorosa por 1 minuto e descanso até a separacéo em duas
fases. A fase superior foi cuidadosamente extraida e transferida para um tubo com 1g de
aulfato de sddio e mantida em repouso por 30 minutos. Apds este periodo, a camada
superior (a qua continha Hexano e lipideos dissolvidos) foi armazenada em um tubo limpo
e secada sobre N até que todo solvente evaporasse.

Através de uma equacdo de subtracdo, pbde-se determinar a quantidade de lipideos
totais do leite dos animais. A metilagéo foi feita através do uso de uma solugdo metandlica
de metoxido de sodio de acordo com Chrigie (1982) e o pefil de &cidos graxos foi
determinado através de cromatografia gasosa utilizando-se uma coluna capilar de silica
fundida, SP-2560 (100m x 0,25 mm x 0,2mm; Supelco) e detector de ionizacdo de chama
(FID). Foi utilizado, também, um programa de gradiente de temperatura, no qua o tempo
total da corrida foi de 70 minutos e a temperatura do injetor foi 250°C, e o detetor 300°C. A
injecdo foi no modo “split”, com relacdo 21:1. O gés de arraste foi 0 Héio com fluxo de 40
mL/minuto e 18 psi de pressdo na cabega da coluna.

O pefil de acidos graxos € expresso em porcentagem do total de acidos graxos.
Como padréo, foi usado o CRM-164 (Commisson of the European Communities,
Comunity Bureau of Reference, Bruxelas, Bégica), que tem vaores certificados para 11
&cidos graxos, usados para estabelecer os fatores de correcéo, para cada um dos écidos
graxos certificados que foram usados para transformar 0 pico em porcentagem em area para

peso (mg/g &cidos graxos totais).



3.5.3 Ensaio das atividades enziméticas

Amostras de glandula maméria, figado e tecido adiposo estocadas a —80°C foram
utilizadas para 0 ensaio da atividade da &ido graxo sintase (FAS), 6-fosfogluconao
desidrogenase (6PGDH), dlicose 6-fosfato desidrogenase (G6PDH) e NADP-mdato
desidrogenase.

3.5.3.1 Preparacao das amostras

Amostras de 1 grama dos tecidos obtidos, como descrito anteriormente, foram
adicionadas ao tampé&o de homogeneizacdo (0,15M KCI, 50mM de Tris Base e Tris HCI,
1 mM de Glutationa e 1ImM de EDTA, pH 7.4), homogeneizadas rapidamente em
“politron’, seguindo-se centrifugagcdo a 4°C, 2000xg por 15 minutos. Seguindo-se de
nova centrifugagdo, por 30 min., 4°C, 27000xg. A camada superior de gordura foi
descartada e o infranadante retirado. Uma diquota do infranadante foi armazenada para

posterior medi¢éo do teor de proteina.

3.5.3.2 Ensaio da atividade enzimética da FAS

O ensaio da dividade da FAS foi redizado de acordo com Ingle et d. (1973). A
atividade foi medida espectrofotometricamente, observando-se 0 desaparecimento de
NADPH na reacdo de sintese de gordura a partir de acetii Co-A e mdonil Co-A, na
presenca dos cofatores e do infranadante do homogenato. O monitoramento do NADPH

foi fato a340 nm.

3.5.3.3 Ensaio da atividade enziméatica da G6PDH e 6PGDH

O ensao da dividade das enzimas G6PDH e 6PGDH foi feito de acordo com
Glock & Mc Lean (1953).



A  aividade da glicose6 fodao  deddrogenase @ foi medida
espectrofotometricamente, na presenca dos cofatores e do infranadante do homogenato.
Monitorou-se a transformagdo de NADP em NADPH com a dividade de ambas as
enzimas medidas conjuntamente, subtraindo-se a atividade observada para a 6-
fosfogluconato desdrogenase sozinha. A dividade da 6- fosfogluconato desidrogenase
fol redizada diretamente e com 0 mesmo protocolo.O monitoramento do NADPH foi

feito a 340 nm.

3.5.3.4 Ensaio da atividade enzimética da NADP-malato desidr ogenase

O ensaio da aividade da enzima NADP-madato desidrogenase foi redizada de
acordo com metodologia descrita por Mellemberger e d. (1973), medida sob
espectofotdmetro acoplando-se a formacdo de piruvato a formacdo de NADPH e
monitorada a 340 nm.

3.5.3.,5 Teor deproteina

A aividade das enzimas foi expressa em nanomoles de substrato incorporado ou
liberado por miligrama de proteina. Assm, o teor de proteina no homogenao foi
observado para se evitarem possivels efeitos de diferentes quantidades de tecido ou da
eficiéncia dos processos de homogeneizacéo e ensaio dos tecidos.

A concentracdo de proteina solUvel nos infranadantes foi determinada com Reagente
Biureto (Gorndl et a., 1949) e as atividades expressas em nmoles/min/mg de proteina.

3.6 Andlise estatistica

Para os dados de consumo e ganho de peso dos animas foram redizadas
andises de vaianda utilizando-se PROC MIXED do SAS (2000). Para os dados de
pardmetro plaaméico, leite e aividades enziméicas foram redizadas andises de
vaianciautilizando-se 0 PROC GLM do SAS (2000).



Os efetos foram considerados significativos quando P<0,05.



4 RESULTADOSE DISCUSSAO

4.1 Consumo de alimentos e Ganho de peso das fémeas

O consumo médio de cada tratamento durante o periodo experimental n&o
goresentou  diferenca  (P>0,10). Estes resultados sdo consistentes com  trabahos
anteriores de Chin et a. (1994b) que verificaram que uma dosagem de 0,5% de CLA na
dieta de ratas durante a gestacdo ndo afetou 0 consumo dos animais suplementados. Do
mesmo modo, a suplementacdo com CLA ndo afetou (P>0,10) o ganho de peso pds
parto das fémeas (Figura 5).
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Figura 5 — Peso corpord (circulos) e consumo (quadrados) das ratas lactantes
dimentadas por 15 dias com a dieta controle (simbolo vazado) ou CLA
(simbolo cheio). O peso corpord (n=8) e consumo (n=8) foram analisados
pelo teste t (P>0,10 para ambas variaveis). Os pontos representam média +
SE (erro padréo damédia).

Exisem trabalhos na literatura demongtrando efeito do CLA sobre consumo e
peso, entretanto foram conduzidos com diferentes egpécies animais em diferentes
edagios fisologicos. Park e a. (1997) demongtraram que camundongos em crescimento
recebendo 0,5% de CLA na dieta ndo dteravam o consumo de aimentos e nem o peso
corporal, quando comparados ao tratamento controle. Por outro lado, DeLany et 4.
(1999) observaram que o CLA reduziu o ganho de peso dos camundongos sem afetar o

consumo. Este efeito deveurse possivelmente a uma reducdo nos depositos de gordura
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corporal destes animais. No mesmo periodo, o grupo de Park e colaboradores (1999)
estudou o efeito do isdmero trans-10, cis-12 ra composicéo corpora de camundongos na
fase de crescimento. Os estudos demonstraram que este isOmero € o responsavel pela
mudanca na composicdo corpord dos animals, com uma significante reducéo observada
no ganho de peso, no consumo e na porcentagem de gordura corpora. Os autores
concluem que, possvelmente, 0 CLA agiu aravés de uma acdo no metabolismo lipidico
(aumento da oxidacdo dos &cidos graxos nos adipdcitos e musculo esquelético). Sabe-se
porém que estes animas estavam em fase de crescimento, depositando mais lipidios do
que oxidando-os. Desta forma, a conhecida agdo do CLA na atividade das enzimas LPL,
FAS e SCD foi suficiente para reduzir o ganho da gordura corpora destes e também
mudar sua composicéo corporal. Porém, em relacdo &6 ratas lactantes, uma vez que estes
animais ndo estd depositando quantidades agprecidveis de lipidios no tecido adiposo,
uma possivel inibicdo da sintese de lipideos ndo levaria a uma diferenca significativa no
peso ou no consumo do animdl.

Corroborando os resultados encontrados, Poulos et d. (2001) verificaram que
dosagens de 0,5% de CLA n& mudaram 0 ganho de peso e 0 consumo das ratas
suplementadas durante a gestacdo e lactacd ou somente durante a lactagdo, quando

comparado ao tratamento controle.

4.2 Peso da Progénie

Na figura 6, etéo apresentados os pesos da prole amamentada por fémeas
suplementadas com CLA (prole-CLA) e por fémeas suplementadas com dieta controle
(prole-controle). Pdde-se observar que o peso da prole se torna diferente a partir do 8
dia de pessgem (P=0,02) e permanece maor para a prole-controle aé o find do
experimento. Para a prole-CLA, observou-se uma reducéo de 13%, 19% e 21% da massa
em relacdo ao controle, nos dias 8, 12 e 15, respectivamente. A partir destes dados, €
provavel que a nenor densidade energética presente no leite das ratas recebendo CLA

foi responsavel por uma redugdo no ganho de peso da prole.
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Os resultados observados na figura 6 parecem indicar que a mistura de CLAS
inibiu a sintese e secrecdo de gordura pelas céulas da glandula maméia de ratas,
reduzindo assm o desenvolvimento da prole, provavelmente por deficiéncia energética
Os resultados obtidos por Baumgard et a. (2000a) demonstram que o0 isdmero trans-10,
ads-12 estd envolvido na depressdo da gordura do leite em vacas. Outros trabalhos
também identificaram o trans-10, cis-12 como iOmero capaz de inibir as enzimas
lipogénicas, portanto € provavel que este isdBmero sga o responsvel pela redugdo na
gordura do leite das méaes e pelos efeitos observados na figura 6. Yang et d. (2002),
adém de verificarem reducio no teor de gordura do leite no 7° dia de ratas recebendo
CLA, observaram uma relacdo direta entre a quantidade dos isOmeros de CLA
consumida e as quantidade encontrada no leite das ratas, através de andises feitas por
HPLC. Veificaram, também, reducdo nos &cidos graxos de cadeia C12:0 e C14:0 e um
concomitante aumento nos de cadeia C18:0. Entretanto, estes autores ndo verificaram
diferengas no ganho de peso da prole. Esta falta de efeito sobre 0 peso da ninhada pode
ser funcdo da raca das ratas (Sprague-Dawley) que teria grande quantidede de leite, mais
gue o suficiente para manter ganho de peso maximo da prole. Especula-se, a partir da
andlise conjunta dos dados deste experimento e dos resultados observados por Chin et d.
(1994b) que, com ninhadas pequenas ou ratas com dta producéo de leite, ndo ha déficit
energético, pois a progénie pode compensar 0 menor teor de energia consumindo mais
leite. Sob estas condigdes € possivel que um provave efeito anabdlico do isdmero cis-9,
trans-11 se sobreporia ao efeito do isdmero trans-10, cis-12. Isto suporta 0 aumento do
peso da ninhada, observado por Chin et a. (1994b). Por isso, neste trabalho, tomou-se o
cuidado de se edtabdlecer todas estas varidveis (nUmero grande da prole, ratas de

moderada producéo leiteira).
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Figura 6 — Peso da prole de fémeas dimentadas com dieta controle (vazado) e CLA
(cheio) a0 longo da lactacdo. Vaores de P estéo apresentados na figura
Tamanho médio das ninhadas = 11.

Corroborando a hipotese do nosso trabaho, Bee (2000) suplementou com CLA
um grupo de porcas Large White com dez filhotes cada, durante a gestacdo e lactacdo e
observou que ndo houve uma diferenca no ganho de peso corpord apds desmama, da
prole amamentada pelas fémeas-CLA. Porém, as ninhadas ndo eram consideradas
grandes e os animais utilizados sdo conhecidos por possuirem eevadas produgdes de
leite. Provavelmente ndo foi possivel estabelecer um déficit energético naquele trabaho
e conseguentemente, evidenciar o efeito predominante do isdmero trans-10, cis-12
observado nasratas.

O presente trabaho verificou uma acdo da suplementacdo do CLA na dieta
materna no ganho de peso da prole. Entretanto, trabalhos demonstraram que o efeito do
CLA na reducéo da gordura corporal € sob certas condicbes, menos pronunciado em
ratos que em camundongos, onde nestes, foram verificadas redugdes de 50%-80% na
gordura corporal (Park et d., 1997; DeLany et d., 1999). Alguns autores (Rahman et d.,
2001; Ohnuri et a., 2001), verificaram que as redugBes nos depdsitos de gordura

corporal ocorrem devido a um aumento na beta oxidagdo no tecido adiposo e
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concomitante aumento na aividade da Carnitina Pamitoil-transferase  (CPT). Além
disso, Terpstra e d. (2002) verificaeam que camundongos em crescimento dém de
perderem mais energia na forma de caor, perderam parte da energia ingerida através das
excretas (26%). Esta reducéo na eficiéncia do uso de energia pode estar ligada & UCPs

ou aumamaior atividade fisca, ou ainda a outros fatores.

4.3 Par ametr os Plasmaéticos

Na tabela 1, estdo apresentados os dados de acidos graxos ndo esterificados
(AGNE), triglicerideos (TGA) e colesteral total (Colesteral).

Tabela 1. Concentragtes plasméticas de AGNE, Colestrol e TGA.

Tratamentos
Variaveis Controle CLA P?
Acido graxo néo
. 505 + 38 486 + 49 0,76
edterificado (mmoles/L)
Colesterol (mg/dL) 52+ 3 50+5 0,72
Trigliceridios (mg/dL) 102 + 16 118+ 32 0,66

10s valores representam média+ SE, n= 9 parcelas/tratamento no 15° dia de lactaczo.

2Probabilidade de diferenca entre os tratamentos.

Os vaores de AGNE néo diferiram estatisticamente entre os tratamentos controle
e CLA. As concentracBes de AGNE circulantes sBo dtamente correlacionadas com a
velocidade de lipdlise. Entretanto, estudos com infusdes de CLA trans-10, cis-12 no
abomaso, de vacas lactantes (Baumgard et a., 2000a; Baumgard et a 2000b), nédo
mostraram efeito nos nivels plasméticos de AGNE, embora uma dramética reducdo na
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producdo de gordura tenha sdo observada (25-50%). Em rdacdo aos animas em
crescimento, demonstrorse que as concentragbes plasméticas de AGNE foram
levemente dlevadas em suinos e ratos aimentados com dietas suplementadas com CLA
(Ostrowska et d., 1999; Azain et a., 2000). A menor concentracdo de gordura no leite
das ratas recebendo CLA poderia sugerir uma menor mobilizago, entretanto este efeito
ndo foi observado pelas concentragbes de AGNE. A auséncia de diferenca neste
parametro também sugere que o CLA néo deve dterar avelocidade dalipdlise.

Para os outros parametros plasméticos estudados (TGA e Colesterol) também
ndo foram verificadas diferencas. Corroborando estes dados, Azain et a. (2000) néo
verificaram diferencas nestas varidveis em raos suplementados com CLA, embora estes
autores tenham observado uma reducdo na deposicdo de gordura e ganho de peso dos

animais.

4.4 Concentracao de lipideos totais no leite

A tabela 3 agpresenta os vaores da concentragdo da gordura do leite nos dois
tratamentos. A concentragcdo da gordura no leite foi deprimida (-33%) no tratamento
CLA. Edta reducdo esta de acordo com os efeitos esperados do isdmero trans-10, cis-12
na depresso da gordura do leite observado em vacas (Baumgard et a, 2000a). A figura
11 mostra a relagdo quadr@tica entre o conteldo de trans-10, cis-12 no leite e a
correspondente reducdo na producdo de gordura no leite (R°=0,64). Esta relacdo
quadrética também foi observada anteriormente para vacas (Medeiros et d., 2002). O
isOmero trans-10, cis-12 é um conhecido inibidor da sintese de gordura na glandula
mamaria de vacas, entretanto este efeito ndo havia Sdo observado no leite de ratas. Este
efeito do isdmero trans-10, cis-12 ocorreu provavelmente em maior proporgao na sintese
de novo dos &cidos graxos, uma vez que foi observada uma dteracéo no perfil de écidos
graxos produzidos por esta via. Consequentemente, esta reducdo no teor energético do
leite, poderia explicar 0 menor crescimento da prole (Figura 6). Por outro lado, Chin et
a. (1994b) verificaram que a adicdo de uma mistura de isdbmeros de CLA, na dieta de

ratas lactantes, ndo foi suficiente para reduzir o crescimento da prole, sugerindo deste
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modo que, no trabalho destes autores, ndo houve reducéo na concentracéo de gordura no
leite das ratas ou que, pode ter havido depressio da gordura do leite, mas como o
tamanho da ninhada foi pequeno, a quantidade de leite produzido pelas ratas pode ter
sgdo suficiente para evitar um “déficit” energético na dimentacdo da prole. Conforme ja
comentado um aumento no volume ingerido poderia compensar uma possivel menor
densidade energética.

O mecanismo especifico aravés do qual o CLA dtera o metabolismo lipidico
anda ndo é completamente conhecido. Um possivd mecanismo pode envolver o
aumento na lipdlise e oxidagdo dos &cidos graxos. Entretanto, como a lipdlise €
intimamente relacionada com a concentracdo de AGNE circulante e ndo foi observada
dteracdo na concentracdo de AGNE neste experimento (Tabela 1) e em outros
(Baumgard et d. 2000a), sugere-se que o efeto principd do CLA ndo sga na lipdlise.
Outro possivel mecanismo do CLA na reducéo da gordura seria através da reducdo da
absor¢do dos &cidos graxos pré-formados. Uma reducdo na atividade da lipoproteina
lipase edaria ligada a ese efeito. Park e d. (1997) verificaram uma dteracdo na
dividade deta enzima em cultura de 3T3 pré-adipocitos incubados com CLA. A
aividade desta enzima, ndo foi estudada neste trabaho, mas esperava-se que, se uma
dteracdo na atividade da lipoproteina lipase estivesse ocorrendo neste estudo, uma
reducdo na quantidade dos &cidos graxos pré-formados seria verificada. Uma reducéo
neste grupo de &cidos graxos realmente pode ter ocorrido, mas a reducé nos &cidos
graxos formados pela via de novo foi mais pronunciada, o0 suficiente para explicar quase

totalmente a reducéo de gordura.

Tabela 2. Porcentagem de gordura presente na matéria seca do leite.

Tratamento Controle* CLA" P°
Gordura do leite na matéria seca (%) 346+19 232+08 <0.001

10s val ores representam média+ SE, n= 8 parcelag/ tratamento no 15° dia de lactaczo.
2Probabilidade de diferenca entre os tratamentos.
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Figura 7 — Relagdo entre a diminuicdo na concentracdo de gordura e o contelido de trans-
10, cis-12 no leite no 15° dia apds a suplementacd com CLA. Os valores
representam cada anima (n=18).

4.5 Perfil de acidos graxos do leite.

As dteragbes ocorridas no pefil de &cidos graxos no leite das raas
suplementadas com CLA foram consistentes com a reducéo no teor de gordura do leite e
com os efeitos esperados do QLA no metabolismo de lipideos (Tabela 2). Na Figura 7,
verificamse diferencas para os acidos graxos de cadeia média (C12:0 - C16:0), porém
ndo foram observadas diferencas para a soma dos acidos graxos de cadeia curta (C4:0 -
C10:0). Isto foi devido a auséncia de efeito do CLA no &cido graxo C8:0, o qua € um
dos maiores componentes nesta faixa de tamanho de cadeia de &cidos graxos. Pode-se
verificar aravés da tabela 2, que o efeito do CLA é sgnificaivo sobre os &cidos graxos
C4:0 e C6:0. Porém, a colaboracéo destes &cidos graxos na quantidade dos &cidos graxos

de cadeia curta secretados no leite, é pequena.



Tabela 3. Perfil de &cidos graxos no leite no 15° dia de lactagéo.

Adido Graxo' Controle-rratalmento CLA P?
(¢/100g de gorduira) Média® SE° Média®  SE
C40 0,08 0,01 0,04 0,01 0,03
ce60 0,23 0,01 0,28 0,01 0,04
c80 4,9 0,33 52 0,26 0,45
C10.0 13,4 0,53 12,2 0,49 0,1
C120 10,6 0,25 8,8 0,34 <0,01
Ci1z1 0,21 0,03 0,15 0,02 0,17
C 140 10,26 0,41 8,18 0,32 <0,01
Cl4:1 ds9 0,07 0,00 0,07 0,00 0,22
Ci15.0 0,64 0,08 0,41 0,10 0,07
C16:.0is0 0,05 0,00 0,05 0,00 0,48
C16.0 21,26 0,64 19,6 0,31 0,03
Cl6:1cis-9 1,12 0,08 1,24 0,07 0,27
C18.0 3,43 0,08 3,64 0,06 0,05
Ci81trans-11 0,21 0,01 0,30 0,02 <0,01
Cl18:1cis-9 12,87 0,43 14,9 0,67 0,02
Cil8:2trans-11,cis-15 0,04 0,00 0,08 0,00 <0,01
C18:2cis-9, cis-12 12,36 0,35 12,36 0,34 0,9
C18:3 0,92 0,07 1,06 0,03 0,09

CLA cis-9, trans-11 0,12 0,03 0,73 0,04 <0,01
CLA trans-10, cis-12 0,04 0,02 0,6 0,03 <0,01
CLA trans-9,trans-11 0,02 0,00 0,09 0,00 <0,01

i ndice da dessatur ase

C14.0/C14:1 155,2 13,2 1138 9,6 0,02
C16:0/C16:1 20,1 0,9 16,2 2,4 0,14
C18:0/C18:1 0,27 0,01 0,25 0,01 0,11

'0s &idos graxos foram designados pelo nimero de &omos de carbono seguidos do
numero de duplas ligacOes.

?Probabilidade de diferenca entre os tratamentos.

30s valores representam média e SE, n= 9 parcelag/ tratamento.
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Ao contr&rio do que se observa em ruminantes, como encontrado por Medeiros
(2002), o efeito do CLA na reducéo dos lipideos do leite em roedores ocorre nos écidos
graxos de cadeia média (Yang et a., 2002; Loor et a., 2000). Neste experimento, este
efeito confirmouse a partir do &cido graxo de cadeia C10:0. Em ruminantes, o CLA
afeta a porcentagem de é&cidos graxos de cadeia curta, como o C4:0-C10:0, com um
menor nivel de dgnificancia no &cido graxo de cadeia C12:0. Nestes animais, 0 &cido
graxo C14:0 representa uma grande porcentagem no perfil de &cidos no leite (quase a
porcentagem da soma dos acidos graxos de cadeia C4:0 a C12:0) e ndo é dterado pela
dieta com CLA (Choinard et d., 1999). Tavez este sga 0 motivo de uma menor redugéo
na porcentagem da gordura no leite (-18% a —28%) observada em aguns experimentos
em ruminantes (Perfidd e d., 2002, Medeiros, 2002) quando comparado &s ratas. Nos
roedores, em contraste com ruminantes, o CLA afeta a producdo dos &cidos graxos de
comprimento de cadeia dtamente participativas naformacéo da gordura.

Além disso, observou-se que o tratamento com CLA aumentou a porcentagem do
acido graxo C18:0 (consderado &cido graxo de cadeia longd). Porém, este aumento ndo
indicou que o CLA n&o inibiu a secrecdo de &cidos graxos de cadeia longa no leite pois o
dado é percentud, isto €, se é reduzido o teor dos &cidos graxos de cadeia curta e média,
necessariamente € aumentado o teor dos de cadeialonga.

Em vérios trabahos a producdo de todos écidos graxos € reduzida no leite de
ruminantes gpés o tratamento com CLA (Loor & Herbein, 1998; Medeiros, 2002,
Pefidd e d., 2002). Entretanto, os dados do presente experimento ndo nos permitem
eda conclusdo, em funcdo da producéo de leite dos animais ndo ter sdo uma variave
determinada, ainda que isso tivesse que representar um aumento de 33% na producéo de
lete, uma vez que o leite dos animais suplementados apresentou 33% a menos de

gordura.
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Figura 8 — Efeito do CLA sobre teor de &cidos graxos de cadeia curta (C4:0-C10:0),
média (C12:0-C16:0) e longa (C18:0) no leite. As barras representam média
+ SE, n=9 parcelad tratamento.

No periodo que foram coletadas as amostras de leite, as ratas estavam no pico da
lactacdn. Segundo Williamson (1980), nesta fase da lactacdo, a glandula maméria
sSntetiza os &cidos graxos numa veocidade 5-10 vezes maor que o figado, e neste
periodo, a contribuicdo percentuad da sintese de novo € predominante sobre a
mobilizagdo de reservas corporais para o total secretado.

O tratamento com CLA aumentou marcadamente seu conteldo na gordura do
leite (Figura 8). Houve um aumento de 600% na concentragdo do isdOmero cis-9, trans-11
e de 1500% na concentracdo do isdmero trans-10, cis-12 no leite dos animas
suplementados com CLA. Estimou-se a eficiéncia de recuperacdo dos isdmeros de CLA
contidos na mistura (isdmeros excretados na gordura do leite em fungdo da quantidade
ingerida), esta foi de gproximadamente 8% para 0 isOmero trans-10, cis-12 e de 14%
para 0 isOmero cis-9, trans-11 (Figura 9). Utilizou-se para e edtimar este vaor, uma
producdo de leite estimada para esta espécie, neste periodo da lactacdo, reportada por
Willianson et d. (1995). Edta eficiéncia gparente foi maior em ratos do que as reportadas
por Perfied et d. (2002) para ruminantes recebendo uma mistura de isdmeros de CLA.
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Egses autores encontraram 34% de €ficiéncia para o isOmero trans-10, cis-12.
Entretanto, os valores encontrados neste trabaho s80 menores que os reportados
previamente por Chouinard et d. (1999) os quais demonstraram que, aravés de infusdes
no abomaso de vacas lactantes, a maioria dos isdmeros de CLA foi transferida para o
leite de uma manera dose-dependente. Entretanto, existiu uma diferenca entre as
eficiéncias de recuperacéo para cada isdmero, pois apenas 10% do isdmero trans-10, cis-
12 e 22% do isOmero cis-9, trans-11 foram trandferidos para o leite dagudes animas.
Yang et d. (2002) baseando-se em andises redizadas por HPLC observaram que, a
digtribuicdo de isdmeros do CLA presente no leite de roedores € um reflexo direto
daqueles da dieta, uma vez que o CLA ndo é sintetizado em grande quantidade por

animais ndo ruminantes.
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Figura 9 — Concentracéo (g¢/100g de lipidios) dos isdmeros do CLA trans-10, cis-12 e
ds-9, trans-11 no leite das ratas controle e CLA. As baras representam
médiat SE, n= 9 parcelad tratamento.
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Figura 10 — Eficiéncia estimada de recuperacdo no leite dos principais isomeros do CLA
(trans-10, cis-12 e cis-9, trans-11). Cada coluna representa a média (+ SE)
de transferéncia, caculada no 15° dia de lactagdo para 9 ratas recebendo a
dieta suplementada com 2,5% de CLA.

Obsarva-s2, aravés da figura 10, que houve reducdo dgnificativa na
concentracdo de acidos graxos saturados de cadeia média (C12:0, C14:0 e C16:0) e um
aumento na concentracdo de &cidos graxos de cadeia longa saturada (C18:0) no leite dos
animais que receberam tratamento CLA.

A enzima SCD exerce um pape essencid na manutencdo da fluidez das
membranas celulares através da introducdo de uma dupla ligacdo na posicdo cis-9 (Los
& Muraa, 1998). Em mamiferos, a SCD exerce um papel na manutencéo da fluidez do
leite (Kinsdla, 1972). Neste trabaho, verificou-se que néo houve ateracéo (Tabela 2) no
indice da dessaturase (substrato/produto) para o C16:0/C16:1, C18:0/C18:1, porém
verificorse uma reducdo no valor do indice para C14:0/C14:1. Contudo, a auséncia de
efeito no indice dos &cidos graxos C16:0/C16:1 e C18:0/ C18:1 pode ser em funcdo da
baixa dosagem de CLA, visdo que Peterson et d. (2002) e Baumgard et a. (2001)
observaram que elevadas doses de CLA dteram o vaor do indice da SCD, porém baixas

doses néo o afetam, embora sgam suficientes para reduzir a porcentagem de gordura no
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leite. Quando a atividade da SCD € marcadamente reduzida, por elevadas doses de CLA,
efeitos na fluidez dos lipidios de membrana podem prgudicar a formacéo e secrecéo da
gordura do leite e o turnover das membranas cdulares. 1sto poderia explicar 0 processo
de apoptose observado em dguns experimentos in vitro redizados com eevadas
concentragBes de CLA em culturas de cdlulas (Ip et d. 1999b; Tsuboyama et al. 2000).
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Figura 11 —Teores de &cidos graxos saturados de cadeia curta (C4:0, C6:0, C8.0 e
C10:0), média (C12.0, C14.0 e C16.0) e longa (C18:0). As linhas
representam a proporcdo de &cidos graxos insaturados dentro de cada grupo
de comprimento de cadela, sendo uma delas presente no carbono 9. Os

valores est@ expressos como média+ SE, n= 9 parcelas/ tratamento.

4.6 Atividades enzimaticas. Glandula Maméria, Figado e Tecido Adiposo

A glandula maméria, durante a lactacdo, é consderada o sitio de lipogénese mais
aivo. A veocidade de lipogénese na glandula € aproximadamente 5 vezes maior que no
figado (Williamson, 1980). Consequentemente, a atividade da FAS neste tecido deve ser

bem menor do que a encontrada na glandula mamaria, condsterte com os resultados
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obtidos (Figura 12). A lipogénese depende da disponibilidade de substratos e cofatores,
tais como o0 NADPH produzido pela via das Pentoses Fosfato (G6PDH e 6PGDH) e pela
reecdo catalisada pela enzima NADP-mdato desdrogenase (Foufdle et a., 1996). A
FAS é regulada principdmente em nivel génico e, por este mativo, é a enzima chave no
controle da velocidade da lipogénese, em longo prazo. Em médio prazo, temse a ACC
gue € regulada predominantemente por modificacbes covaentes (fosforilacéo) e controle
aostérico (citrato, &cido graxo acil-CoA) (Semenkovich 1997).

A FAS, sendo critica para a sintese de novo e podendo ser controlada tanto em
nivel transcriciond, como pos-transcricional, em resposta a acdo de nutrientes e
horménios foi utilizada para verificar se sua inibicdo faz pate do mecanismo aravés do
qua o CLA reduz a secrecéo de gordura no leite, particularmente através da reducdo na
sintese de &cidos graxos de cadeia média, como observado neste experimento.
Conseguentemente, as enzimas fornecedoras de NADPH também foram estudadas, pois
0 CLA deveria edtar inibindo ndo sO a atividade da FAS, como também a atividade das
Suas precursoras de cofatores.

A tabela 4 goresenta os vdores das atividades enziméticas expressas em
nanomoles NADPH/mg prot . Verifica-se que, de acordo com o esperado, o tratamento
com CLA afetou a dividade da FAS em todos os tecidos (P<0,05). O tratamento com
CLA reduziu em 43%, 69% e 54% a dividade desta enzima, na glandula mamaria,
figado e tecido adiposo, respectivamente. A aividade das enzimas G6PDH e 6PGDH
(precursoras de NADPH) também foram reduzidas na gléandula maméria e figado sendo
34%, 75%, respectivamente para a G6PDH e em 27%, 52%, respectivamente para a
6PGDH. Porém, as atividades destas enzimas ndo foram reduzidas no tecido adiposo. Da
mesma forma, a aividade da NADP-mdato desdrogenase ndo foi modificada pela
suplementacdo da dieta em nenhum tecido.

A producdo de cofatores da FAS foi suficientemente grande, mesmo estando
inibida neste experimento (Tabela 4). Em funcéo deste dado, sabe-se que, embora o
CLA dfete a atividade das enzimas G6PDH e 6PGDH, a fata de cofatores ndo foi o
motivo da reducdo da atividade da FAS (observada na Tabela 4). O CLA pode estar

causando uma inibicdo na quantidade de transcrito desta enzima, como ja foi observado
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em vacas (Baumgard et d., 2002b). Além disso, poderia estar causando uma inibicdo da
acetil-CoA carboxilase através de ligacdo ao sitio alostérico, dteracdo no sitio catalitico
ou no estado de fosforilagdo, inibindo assm a dividade da FAS por fata de maonil
CoA. Mais estudos s80 necessarios para se entender estes mecanismos de acéo do CLA
no metabolismo de gordura.

Em vacas Holandesas recebendo dietas DGL, Piperova et d. (2000) também
observaram uma reducéo de 44% na atividade da FAS e de 61% na atividade da ACC.
Edta reducdo foi acompanhada com o concomitante aumento do isdmero do CLA trans-
10, cis-12 no leite. Consstente com estas observagOes, estes autores observaram
reducBes na porcentagem dos acidos graxos de cadeia curta (sintetizados de novo) e uma
reducdo na abundancia do RNAm da ACC. Os resultados corroboram os efeitos do
isOmero trans-10, cis-12 na depresséo da gordura no leite envolvendo a regulacdo da
expressio de enzimas lipogénicas.

Pogteriormente, Baumgard et d. (2002b) examinaram o mecanismo pelo qua o
iOmero trans-10, cis-12 inibe a sintese de gordura na glandula mamaia Foram
verificadas reducbes de 40%, 39% e 48% na expressio da FAS, ACC e SCD,
respectivamente. Adiciondmente, a expresséo da LPL foi reduzida em 48% e da
proteina ligadora de acidos graxos também foi reduzida em 54%. A expressio da
glicerol fodfao acil tranderase e acil glicerol fodfao acil transferase envolvidas na
sintese de triglicerideos foi reduzida em 40%. Concluindo, estes dados demonstram que
0s mecanismos pelos quais o CLA trans-10, cis-12 inibiu a sintese de gordura no leite
incluiram: diminuicdo da expressio de genes que codificam enzimas envolvidas no
consumo de &cidos graxos circulantes e transporte, sintese de novo de &cidos graxos,

dessaturacdo de acidos graxos e sintese de triglicerideos.
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Tabda 4. Vdores da atividade enzimética das enzimas FAS, G6PDH, 6PGDH e NADP-

malato desidrogenase na glandula maméria, figado e tecido adiposo.

Glandula mamaéria (n=8)

Tratamento Controle” CLA” P
(nmolesminmg prot?)  (nmoles'min mg prot %)

FAS 35+20 20+ 0,8 <0.01
G6PDH 365+ 14 239+ 14 <0.01
6PGDH 91+ 2,6 66+ 29 <0.01

NADP malato 121+ 44 122+55 >01
desidrogenase
Figado (n=5)
Tratamento Controle’ CLA" P
(nmolesminmg prot?)  (nmolesmin mg prot?)

FAS 16+ 0,7 5+1,6 <0.01
G6PDH 75+ 12 19+81 <0.01
6PGDH 107 £ 8,2 51+ 13,6 <0.01

NADP malato 22+28 19+7,6 >0.1
desidrogenase
Tecido adiposo (n=4°)
Tratamento Controle” CLA”
(nmolesmin mg prat)  (nmoles/min mg prot™)

FAS 1,1+0,22 05+0,1 <0.05
G6PDH 47+ 26 1,35+22 >0,1
6PGDH 32+ 31 25+21 =01

NADP malato 11+25 10+ 1,1 >0.1
desidrogenase
‘média+ SE.

2Probabilidade de diferenca entre os tratamentos.

3ntimero de repeticdes/ensaio.
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A figura 12 representa a dividade da FAS em cada tecido (glandula maméaria,
figado e tecido adiposo) durante o pico da lactacdo nas ratas. Observa-se através da
figura que neste estégio, a sintese de iIpideos € mais pronunciada na glandula maméria,
seguida pelo figado e tecido adiposo. E neste tecido, a sintese € quase zero uma vez que

as ratas estéo principamente mobilizando as reservas corporais do que depositando
lipideos.
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Figura 12 - Atividade da FAS nos tecidos lipogénicos durante a lactacdo. Vdores
expressos em nanomoles de NADPH/min/mg de proteina, média + SE para

aglandula mamariade 8 animais, figado de 5 e tecido adiposo de 4.



5 CONCLUSAO

O CLA reduz a concentragéo de gordura no leite dos animais. Os dados mostram que
exise uma corrdacdo inversa entre a concentragdo de trans-10, cis-12
secretada no leite e a concentrac@o de gordurano leite.

A suplementacdo de CLA na dieta promove a queda da concentracdo de é&cidos
graxos de cadeiamédia (C12:0 a C14:0) no leite.

O lete das fémeas suplementadas com CLA teve um aumento no teor dos isOmeros
trans-10, cis-12 e de cis-9, trans-11.

A atvidade das enzimas lipogénicas, FAS, G6PDH e 6PGDH foram reduzidas na
glandula maméria e figado.Orgdos de maior atividade lipogénica

O CLA néo afetou parametros lipidicos do sangue.

Resumindo;

Foi vaidado um modeo de ratas em lactacdo para estudo dos efeitos do CLA. O
CLA reduziu a sintese de gordura na glandula maméia, dterando a aividade de
enzimas lipogénicas e de enzimas que produzem cofatores e precursores para a
lipogénese. Essa acéo dterou o perfil de &cidos graxos do leite. A suplementacdo com
CLA reduziu o ganho de peso da prole, possivelmente pela reducdo na sintese de lipidios
e consequiente reducéo na densidade energética do leite.
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