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Reducdo do peso e da glicemia resultante da suplementacéo de &cido linoleico conjugado
e fitosterdis a dieta hiperlipidica de camundongos

Weight and blood glucose reduction resulting from conjugated linoleic acid and phytosterols
supplementation on hiperlipidic diets of mice

Anne y Castro Marques"™ Nathalia Romanelli Vicente Dragano' Mario Roberto Maroéstica Junior!

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar as possiveis
alteracOes causadas pela ingestdo de &cido linoleico conjugado
(CLA) e de fitosterdis no ganho de peso, na glicemia e no perfil
lipidico de camundongos alimentados com dieta hiperlipidica.
Durante nove semanas, vinte e cinco camundongos Swiss
machos receberam dietas hiperlipidicas suplementadas com
CLA e/ou fitosterois, na concentracdo de 2%. Foram aferidos
consumo alimentar, ganho de peso, glicemia em jejum, além
dos niveis séricos de colesterol total, triglicérides, HDL colesterol
e acidos graxos livres. O grupo suplementado com CLA e
fitosterdis apresentou menor ganho de peso e bom controle
glicémico, quando comparado aos demais grupos. Os
resultados encontrados incentivam a continuagdo de pesquisas
que investiguem os efeitos bioldgicos causados pela
suplementagdo concomitante de CLA e fitosterois, com possivel
aplicacdo na industria de alimentos.

Palavras-chave: acido linoleico conjugado, fitosterois, perfil
lipidico, glicemia.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the possible
changes caused by conjugated linoleic acid (CLA) and
phytosterols intake in weight gain, blood glucose levels and
lipid profile on mice fed with high fat diet. Twenty-five male
Swiss mice received for nine weeks high fat diets supplemented
with 2% of CLA and/or phytosterols. Feed intake, weight gain,
blood glucose, total cholesterol, triglycerides, HDL cholesterol
and free fatty acids were determined. The group supplemented
with CLA and phytosterols gained less weight and showed better
glycemic control compared to other groups. The results
encourage further research to investigate the biological effects
caused by supplementation of CLA and phytosterols, with
possible application in food industry.

Key words: conjugated linoleic acid, phytosterols, lipid profile,
blood glucose.

INTRODUCAO

A informagdo de que a obesidade ¢ um
problema de saude publica ja se tornou senso comum.
Entre as principais consequéncias dessa doenca, que
atinge milhdes de pessoas no mundo, tem-se o
desenvolvimento de dislipidemia, doencas
cardiovasculares, osteoartrite, hérnias, diabetes, entre
outros (COSTA, 2005). Diante da gravidade do quadro,
inimeras pesquisas tém apontado possiveis
medicamentos, compostos e alimentos capazes de
reduzir tanto a incidéncia quanto a prevaléncia da
obesidade.

Entre os compostos oriundos dos alimentos,
o acido linoleico conjugado (CLA) vem recebendo
destaque devido a sua agdo reguladora do balanco
energético e da composicao corporal, reduzindo o
ganho de peso e de massa gorda, além de aumentar
massamagra(MOURAO etal.,2005). O CLA éum grupo
de acidos graxos isomeros geométricos e de posigdo
do acido linoleico (C18:2 A 9¢,12¢ n-6), sendo os
isdmeros 9c,11t e 10t,12¢ os mais estudados. A gordura
¢ 0 leite de animais ruminantes sdo importantes fontes
alimentares desse composto, o qual pode também ser
produzido quimicamente a partir do acido linoleico
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(GUNSTONE & HERSLOF, 2000; BANNI, 2002;
COULTATE, 2002; SANTOS-ZAGO et al., 2008).
Entretanto, apesar das atividades benéficas apontadas,
o CLA também vem sendo investigado por seus efeitos
biolégicos adversos, como causar e¢/ou favorecer a
resisténcia a insulina e atuar como pré-oxidante in vivo
(WANG & JONES, 2004; RISERUS et al., 2004; SIMON
etal., 2000).

Outros compostos que vem recebendo a
atencdo de pesquisadores sdo os fitosterdis,
substdncias analogas ao colesterol, presentes em
plantas (BOBBIO & BOBBIO, 2003). Os fitosterois sao
amplamente encontrados na soja, oleaginosas e em
oleos vegetais, e seu consumo tem sido relacionado
positivamente a redug@o dos niveis de colesterol sérico
e, consequentemente, ao menor risco de doencgas
cardiovasculares. A unido de um fitosterol a um acido
graxo de cadeia longa aumenta a solubilidade dos
esterdis em dleos e gorduras, sendo eficiente em doses
muito baixas (COULTATE, 2002; MARTINS et al., 2004;
ACIiNetal.,2007).

Pelo fato de serem substancias com
comprovado efeito bioldgico, é possivel que a interagdo
entre CLA e fitosterois melhore e/ou potencialize seus
efeitos, aumentando a absor¢do dos fitosterdis pelo
organismo, atuando na composicao corporal, regulando
os niveis de lipoproteinas séricas e reduzindo a
resisténcia a insulina (COULTATE, 2002; NTANIOS et
al.,2003; JANSEN et al., 2006). O objetivo deste trabalho
foi, portanto, avaliar as possiveis alteragdes causadas
pela ingestdo de CLA e de fitosterdis no ganho de
peso, na glicemia e no perfil lipidico de camundongos
alimentados com dieta hiperlipidica.

MATERIAL E METODOS

Suplementos utilizados no estudo: foram
utilizados 6leo de cartamo (como fonte de acido
linoleico), mistura comercial de CLA Tonalin® e
fitosterdis Vegapure® 95FF, todos produzidos pela
Cognis Brasil Ltda.

Determinagdo do perfil de acidos graxos: a
analise do perfil de acidos graxos dos suplementos foi
realizada por cromatografia gasosa. As amostras foram
metiladas e esterificadas segundo MAIA (1992), e as
condigdes cromatograficas empregadas foram:
cromatografo gasoso capilar CGC Agilent 6850 Series
GC System equipado com coluna capilar DB-23 Agilent
(50% cianopropil) — metilpolisiloxano de dimensdes
60m, @ interno 0,25mm, 0,25um filme; fluxo de gas de
arraste (He) de 1,00mL min'; velocidade linear de 24cm
seg!; detector a 280°C; injetor a 250°C; fornoa 110°C
S5min’', 110/215°C (5°C min™'), 215°C 34min’'; volume
injetado 1,0 L, split 1:50.

Analise dos fitosterois: a analise dos
fitosterdis foi realizada nos suplementos por
cromatografia gasosa (BECKER et al., 2005). As
amostras foram preparadas com solugdo de KOH 20%
em metanol e diidrocolesterol (padréo interno),
permanecendo em refluxo por duas horas. O dleo foi
extraido trés vezes, com posterior evaporagdo do
solvente. Adicionou-se reagente de derivatizagdo
(BSTFA com 1% TMCS) e piridina, com posterior
aquecimento em estufa (65°C por uma hora). A
identificagdo ¢ a quantificagdo dos fitosterois foi
realizada em cromatografo a gas Agilent 6850 Series -
GC System, com injetor automatico acoplado a detector
FID, com software Agillent Chemstation Plus, version
A.08xx, utilizando coluna capilar de silica fundida LM 5
(5% fenil 95% metilpolisiloxano, 30m, 0,25mm de
diametro interno, 0,3pum de espessura de filme).

Dietas: para a realizagdo do estudo in vivo,
foi elaborada uma dieta padrao AIN 93-G (REEVES et
al., 1993) com 12% de proteina (GOENA et al., 1989)
(grupo P) e uma dieta AIN 93-G modificada, com
aproximadamente 35% de lipidio (CINTRA, 2008) e 12%
de proteina (grupo HF). A dieta hiperlipidica foi
adicionado CLA (grupo C), fitosterois (grupo F) e CLA
+ fitosterois (grupo CF). As dietas P e HF foram
suplementadas com 6leo de cartamo como controle.
Todos os suplementos foram adicionados (sem
substituicdo da banha e¢ do 6leo de soja) na
concentragdo de 2% do composto de interesse em
relacdo ao peso total da dieta, por ser a melhor dose-
resposta encontrada na literatura, tanto para o CLA
quanto para os fitosterois (NTANIOS et al., 2003;
BOTELHO et al., 2005). Apo6s a elaboragdo das dietas,
foram determinadas as quantidades de umidade,
proteina total, cinzas (AOAC, 1995) e lipidios (BLIGH
& DYER, 1959). O valor de carboidrato foi obtido por
diferenca e o valor energético das dietas foi determinado
em calorimetro isoperibol automatico (PARR 1261) com
bomba de oxigénio (PARR 1108).

Animais: camundongos Swiss machos,
recém desmamados, provenientes do Centro
Multidisciplinar de Investigacao Biologica da Unicamp
(CEMIB), foram randomizados em cinco grupos (n=5),
permanecendo sete dias em aclimatag@o e por oito
semanas em experimento. Os animais foram mantidos
em gaiolas individuais com agua e alimentagao sob o
sistema de livre acesso, com temperatura ambiente ¢
umidade do ar controlada (22+£1°C ¢ 60-70%,
respectivamente), e sob ciclo claro/escuro de 12 horas.
A avaliacdo do consumo de dieta e a verificagdo do
ganho de peso corporal foram feitas a cada dois dias e
uma vez por semana, respectivamente. A glicemia foi
aferida na sétima semana experimental, por meio de
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hemo-gluco-teste em aparelho Optium Mini (Abbott),
com os animais em jejum de 6 horas. O sangue foi
coletado da veia caudal e o resultado foi expresso em
mg dL'. O sangue utilizado para as demais analises foi
coletado ao final do periodo experimental sob anestesia
(proporcdo de 1:1 de quetamina e diazepan, na
concentragdo Smg/kg), por meio de puncao cardiaca e
apos jejum de 12 horas. As amostras foram armazenadas
em tubos de polietileno (1,5mL) e centrifugadas a
2.500rpm por 15 minutos, a 4°C, para a separagdo do
soro. Os niveis séricos de colesterol total (CT),
triglicérides (TG) e lipoproteina de alta densidade
(HDLc, high-density lipoprotein cholesterol) foram
determinados por kits comerciais da marca Laborlab e
os resultados foram expressos em mg dL-'. A
determinacdo de acidos graxos livres (AGL) foi
realizada por kit ELISA da marca Wako, ¢ o resultado
foi expresso em mmol L.

Analise estatistica: por meio do programa
Statistical Analyses System 9.1.3 (SAS, 2003), os
resultados foram submetidos a analise de varidncia
(ANOVA) e as médias dos tratamentos foram
comparadas pelo teste de Tukey (P<0,05).

Tabela 1 - Composi¢ao das dietas oferecidas aos camundongos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir da analise da composic@o em acidos
graxos, verificou-se que a mistura comercial de CLA
Tonalin® é composta por 81,3% de isdmeros C18:2
trans, sendo que os isomeros 9c,11t e 10t,12c¢
representam 80,0% da composigdo do suplemento (na
propor¢do 1:1). O 6leo de cartamo, por sua vez,
apresentou 76,7% de écido linoleico (C18:2) em sua
composicdo. Em relagdo a concentragao de fitosterois,
o suplemento Vegapure® 95FF apresentou 54% de
fitosterois totais, sendo os fitosterdis majoritarios -
sitosterol, campesterol e campestanol (47,3%, 28,3% e
13,4% do total de fitosterdis, respectivamente).

A formulagdo das dietas, assim como a
composicao centesimal delas, ¢ apresentada na tabela 1.
Em relagdo a composi¢do centesimal, as dictas foram
semelhantes quanto as quantidades de proteina e de
cinzas, variando em relagdo aos demais componentes
e ao valor energético. Como ndo houve a substituicdo
do oleo de soja pelo oleo de cartamo (usado como
controle), a dieta padrao AIN 93-G apresentou teor de
lipidio superior ao recomendado por REEVES et al.
(1993).

Ingrediente’ P HF C F CF
Caseina 147,6 1404 140,6 139,0 135,7
Oleo de soja 68,2 39,0 39,0 38,6 37,7
Banha suina 0,0 3193 319,7 3159 308.,6
Amido de milho 417,2 238,6 238,9 236,1 230,6
Maltodextrina 138.,5 79,2 79,3 78,4 76,6
Sacarose 105,1 60,1 60,2 59,5 58,1
Celulose microcristalina 48,7 48,7 48,8 482 47,1

Mix mineral 34,1 34,1 342 33,8 33,0

Mix vitaminico 9,7 9,7 9,8 9,6 9.4
L-cistina 2,9 2,9 2,9 2,9 2,8
Bitartarato de colina 2.4 2.4 2,4 2.4 2.4
Tercbutilhidroquinona (TBHQ) 0,014 0,014 0,014 0,014 0,014
Oleo de cartamo 25,4 254 0,0 0,0 0,0
Suplemento de CLA 0,0 0,0 24,0 0,0 23,2
Vegapure® 95FF 0,0 0,0 0,0 35,7 349
Umidade 8,59+0,09 5,14+1,07 5,50+0,20 4,76+0,14 4,73+0,17
Proteina (g%)’ 12,43+0,74 12,19+0,36 12,08+0,32 12,26+0,55 12,12+0,55
Lipidio(g%) 8,39+0,39 39,34+0,47 39,72+0,50 38,90+0,57 43,294+0,42
Cinzas 2,52+0,05 2,11+0,07 2,15+0,16 2,24+0,03 2,10+0,01
Carboidrato (g%)° 68,07 41,22 40,55 41,84 37,76
Valor energético’ 435,4+0,1 601,8+1,4 597,2+0,4 600,2+2,2 615,2+2.4

! Ingredientes expressos em g kg de ragdo. P: grupo com dieta padrio; HF: grupo com dieta hiperlipidica; C: grupo suplementado com
CLA; F: grupo suplementado com fitosterdis; CF: grupo suplementado com CLA e fitosterdis. As analises de umidade, proteina, lipidio e
cinzas foram realizadas em triplicata, sendo os resultados expressos em média = desvio padrio. > Valor de conversio utilizado para o calculo
de proteina: N=6,25. * Inclui o valor de fibra alimentar. * Valor expresso em kcal 100g" de dieta, obtido por calorimetria.
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Os dados referentes ao consumo total,
ganho de peso, glicemia em jejum e perfil lipidico sdo
apresentados na figura 1. Os grupos experimentais,
apesar de ndo mostrarem diferenga estatistica no

consumo energético (Figura 1A), apresentaram
diferencas significativas em relagdo ao ganho de peso
total. Observando-se a figura 1B, é expressiva a
semelhanga entre os grupos HF e F, sendo estes os
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Figura 1 - Consumo energético total, ganho de peso total, glicemia de jejum e perfil lipidico

(B) Ganho de peso total
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Grupos

sérico de camundongos suplementados com CLA e/ou fitosteroéis. P: dieta padrio;
HEF: dieta hiperlipidica; C: grupo suplementado com CLA; F: grupo suplementado
com fitosterdis; CF: grupo suplementado com CLA + fitosterdis. Sobrescritos
diferentes no mesmo grafico sdo estatisticamente diferentes, de acordo com o
teste de Tukey (P<0,05).
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grupos com maior ganho de peso. Por outro lado, os
grupos P, C e CF também foram semelhantes
estatisticamente. Vale ressaltar que a redugdo do ganho
de peso dos dois grupos suplementados com CLA foi
numericamente inferior ao grupo P, apesar de as dietas
C e CF apresentarem mais de 35% de lipidio e a ultima
ser normolipidica. Esse resultado nos permite afirmar
que o CLA reduziu de forma expressiva o ganho de
peso dos camundongos (-35,6% para C e -35,9% para
CF, quando comparados ao grupo HF), enquanto os
fitosterdis ndo alteraram o ganho de peso. Estudos
realizados em seres humanos ainda ndo sdo conclusivos
¢ as evidéncias sugerem que os diferentes isomeros
do CLA possam apresentar efeitos variados na perda
de peso. Em animais, ja foi demonstrado que o isdmero
10t,12¢ é o que tem maior influéncia em modular a
composi¢io corporal (MOURAO et al., 2005). Entre os
possiveis mecanismos de agdo do CLA para reduzir o
ganho de peso estdo a inibigdo do armazenamento de
acidos graxos (os quais s@o oxidados para fornecer
energia), associado a inibi¢do da entrada de glicose
nos adipocitos. Apesar do efeito positivo causado no
peso corporal, esses mecanismos podem também levar
a alteragdo na via da insulina, causando hiperglicemia,
hiperinsulinemia, resisténcia a insulina e diabetes
(SANTOS-ZAGO etal., 2008; SO et al., 2009).

As informagdes descritas acima foram
ratificadas nos resultados da glicemia em jejum (Figura
1C). A suplementag@o exclusiva com 2% de CLA causou
altera¢@o no metabolismo da glicose nos camundongos.
O grupo C apresentou hiperglicemia severa, 42,2%
superior ao grupo HF. Em contrapartida, o grupo CF foi
semelhante estatisticamente aos grupos F ¢ P, o que
leva a considerar a hipotese de que a suplementagéo
com fitosterois levou a um efeito positivo no controle
da glicemia. Segundo TANAKA et al. (2006), a
administragdo de um gel de aloe vera, rica fonte de
fitosterois, preveniu o desenvolvimento de resisténcia
ainsulina e de intolerancia a glicose em camundongos
alimentados com dieta hiperlipidica. Apesar de ndo ser
possivel apontar qual(s) o(s) mecanismo(s)
envolvido(s) no aumento da glicemia dos animais do
grupo C a partir dos dados obtidos no presente
experimento, a suplementacdo com acido linoleico
conjugado tem sido constantemente mencionada em
estudos como indutor da resisténcia a insulina em
animais e humanos (WANG & JONES, 2004; SIMON et
al., 2006; RISERUS et al., 2006). A insulina atua sobre o
metabolismo de carboidratos, proteinas ¢ lipidios,
exercendo um efeito dominante na regulagdo da
homeostase da glicose (COSTA, 2005). Outros estudos
mostram, entretanto, resultados controversos aos
mencionados anteriormente: PARRA et al. (2010)

mostraram que uma mistura de isomeros de CLA néo
aumentou a resisténcia a insulina, quando
suplementado oralmente em ratos; CHOI et al. (2004)
observaram que ratos obesos suplementados com CLA
apresentaram menor resisténcia a insulina quando
comparados ao grupo controle; ja HALADE etal. (2010)
observaram, em camundongos C57B1/6J, um efeito
antagonico dos diferentes isomeros de CLA: enquanto
0 10t,12¢ aumentou a resisténcia a insulina, 0 9¢,11ta
reduziu. Pode-se dizer, portanto, que a relagdo do
consumo de CLA e a sensibilidade a insulina ainda sdo
controversos, ndo havendo um consenso sobre a real
atuagdo do CLA e sobre os mecanismos de agao pelos
quais ele atua. Da mesma forma, mais estudos s@o
necessarios para elucidar os mecanismos pelo qual os
fitoster6is mantém o controle glicémico, mesmo na
presenca do acido linoleico conjugado.

Com relagdo aos valores do colesterol sérico
total (Figura 1D), o grupo C apresentou o maior valor
médio e o grupo F o menor valor médio entre os grupos.
O grupo CF, apesar de numericamente proximo ao grupo
F, ndo diferiu estatisticamente do grupo HF. No estudo
de NTANIOS et al. (2003), 130 hamsters adultos
receberam, por doze semanas, dietas hiperlipidicas (30%
do valor energético), com 0,12% de colesterol ¢ com
diferentes quantidades de fitosterdis (0,24%, 0,48%,
0,96%, 1,92% e 2,84%). A eficacia da protegdo a dicta
hipercolesterolémica, em relago ao colesterol total, foi
encontrada em todas as dietas suplementadas com
fitosterois. Baseando-se nos resultados de outros
grupos de pesquisa, era esperada, no presente estudo,
uma diferenga mais expressiva na redugéo do colesterol
total causada pela suplementagdo com fitosterdis.
Contudo, ¢ importante salientar que diferencas como a
idade dos animais, a composi¢do das dietas, as
condigdes experimentais e a espécie podem ocasionar
resultados diferenciados.

As demais analises do perfil lipidico (HDLc,
triglicérides e acidos graxos livres) ndo mostraram
diferenca estatistica entre os grupos (Figuras 1E, 1F e
1G). O consumo diario de 2g ou mais de fitosterois tem
mostrado, em estudos com pacientes
hipercolesterolémicos, reduzir entre 8 e 13% os niveis
de colesterol séricos. Entretanto, os fitosterdis parecem
ndo influenciar nos niveis plasmaticos de HDLc e de
triglicérides (COULTATE, 2002; SOCIEDADE
BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2007). Em relago
aos acidos graxos livres, especula-se que a inibigdo do
armazenamento de acidos graxos ¢ glicose,
especialmente pelo isomero CLA 10t,12c, leve ao
acumulo desses substratos na corrente sanguinea
(SANTOS-ZAGO etal., 2008), o que ndo foi confirmado
neste estudo.
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CONCLUSAO

Com base nos resultados apresentados, ¢
possivel concluir que a suplementacdo concomitante
de 4cido linoleico conjugado e de fitosterois apresentou
efeitos biologicos benéficos no controle do ganho de
peso e da glicemia em jejum, em camundongos
recebendo diecta hiperlipidica. Estes achados
incentivam a continuagdo de pesquisas que investiguem
os efeitos sinérgicos de CLA e fitosterdis, com posterior
desenvolvimento de nutracéuticos ou de alimentos
funcionais.
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