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RESUMO

REZENDE, Angélica Heringer. M.Sc. Universidade Federal de Vigosa, julho de 2007.
Avaliacido do uso do acido linoléico conjugado e da vitamina E na progressao
da aterosclerose em camundongos knockout para o receptor de LDL.
Orientadora: Céphora Maria Sabarense. Co-orientadores: Maria do Carmo Gouveia
Peluzio, Sérgio Oliveira de Paula e Cristina Maria Ganns Chaves Dias.

Este estudo teve o objetivo de avaliar os efeitos da suplementagdo com CLA e/ou
com vitamina E na progressao da aterosclerose e no perfil de acidos graxos teciduais de
camundongos LDLR -/-, um modelo para hipercolesterolemia familiar. Os animais
foram alimentados com dieta semipurificada (CT) ou com dieta aterogénica (AT),
durante seis semanas. Apos este periodo, um grupo sofreu eutandsia para avaliacdo do
grau de desenvolvimento da aterosclerose € os outros animais foram alimentados por
oito semanas com dieta semipurificada suplementada com 1% de vitamina E (TOC), 1%
de 10t,12c-CLA (CLA) ou com 1% de vitamina E + 1% de 10t,12c-CLA (CLA/TOC).
O peso dos animais foi monitorado semanalmente e o consumo alimentar diariamente.
O perfil de lipidios séricos foi determinado, bem como as concentragdes de a-tocoferol
e de colesterol no figado e nas fezes. A peroxidacgdo lipidica no figado foi determinada
pela andlise de hidroperoxidos. Os perfis de acidos graxos do figado, tecido adiposo e
intestino delgado foram analisados por cromatografia gasosa. Avaliou-se a area total da
lesdo aterosclerdtica e o percentual de obstrucdo da aorta dos diferentes grupos
experimentais. As concentragdes séricas de colesterol total, de LDL e de triacilglicerois
foram menores nos grupos suplementados com vitamina E. Nestes grupos, a excre¢ao
de colesterol foi maior que nos demais e também foram observadas as maiores
concentragdes hepaticas de a-tocoferol. Por outro lado, no grupo suplementado com
vitamina E foi encontrado o maior grau de peroxidacao dos lipidios hepaticos. Os perfis
de 4cidos graxos dos tecidos refletiram a composi¢do de acidos graxos das dietas.
Entretanto, em nenhum dos tecidos analisados foi possivel identificar a incorporagdo do
10t,12c-CLA. Aparentemente, o CLA ndo foi detectado em func¢do da sua rapida
metabolizacdo. Em todos os grupos experimentais, os percentuais de acidos graxos
poliinsaturados no tecido adiposo e no intestino, foram maiores em relagdo ao grupo
CT. A utilizacdo isolada do isomero 10t,12c-CLA ndo impediu o desenvolvimento de
lesdes aterosclerdticas na aorta. Por outro lado, a suplementagdo dietética com vitamina
E, assim como a associagdo de vitamina E e 10t,12¢c-CLA, reduziram significantemente
a area total da lesdo e o percentual de obstru¢do da aorta. Demonstrando, assim, a
melhor agdo da vitamina E que do 10t,12c-CLA em reduzir a progressdo da

aterosclerose, a despeito da sua acao antioxidante.
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ABSTRACT

REZENDE, Angélica Heringer. M.Sc. Universidade Federal de Vigosa, July, 2007.
Assessment of use of conjugated linoleic acid and vitamin E in the
atherosclerosis progression in LDL-receptor knockout mice. Adviser: Céphora
Maria Sabarense. Co-advisers: Maria do Carmo Gouveia Peluzio, Sérgio Oliveira de
Paula and Cristina Maria Ganns Chaves Dias.

This study aimed to evaluate the effects of CLA and/or vitamin E supplementation
in the progression of atherosclerosis and in the fatty acids profile of tissues of LDLR -/-
mice, a model for familial hypercholesterolemia. The animals were fed with a semi
purified diet (CT) or with an atherogenic diet (AT), during six weeks. After this period,
in order to evaluating the atherosclerosis development degree, a group of animals was
euthanized. The other animals were fed during eight weeks later with a semi purified
diet supplemented with 1% of vitamin E (TOC), 1% of 10t,12c-CLA (CLA) or with 1%
of vitamin E + 1% of 10t,12¢c-CLA (CLA/TOC). The weight and the diet consumption
were monitored weekly and daily, respectively. Fatty acid serum profile was
determined, as well as liver and feces concentrations of a-tocopherol and cholesterol.
Peroxidation in liver was evaluated by hydroperoxides analysis. The fatty acids profiles
of the liver, adipose tissue and small intestine were analyzed by gas chromatography.
The total area of the atherosclerotic lesion and the aorta obstruction percentile were
estimated. Serum lipids profile showed total cholesterol, LDL and triacylglycerols
smaller concentrations in the supplemented with vitamin E groups. In these groups the
cholesterol excretion and the hepatic a-tocopherol concentrations were larger than in
others. However, in the group that received with vitamin E only, was found the biggest
degree of hepatic lipids peroxidation. The fatty acids profiles of tissues reflected the
dietary fatty acids composition. Althought, in none tissues analyzed was possible to
identify the incorporation of 10t,12c-CLA. Probably the CLA was not detected due to
its rapidly metabolization. In all of the experimental groups, the polyunsaturated fatty
acids percentage in the adipose tissue and intestine was larger than in CT group. The
use of 10t,12c-CLA isomer individually did not impede the atherosclerotic lesions
development in the aorta. On the other hand, the dietary supplementation with vitamin
E, as well as the vitamin E and 10t,12c-CLA association significantly reduced the total
area of the atherosclerotic lesion and the aorta obstruction percentile. Showing the better
action of vitamin E than 10t,12¢c-CLA in reduce the atherosclerosis progression, despite

their antioxidant effect.
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Introducdo

1 INTRODUCAO

As doengas cardiovasculares secundarias a aterosclerose tém elevado
substancialmente as taxas de morbidade e mortalidade, principalmente nos paises em
desenvolvimento, como o Brasil (DEPARTAMENTO DE ATEROSCLEROSE DA
SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2007).

Alguns componentes do estilo de vida, particularmente a dieta, tém mostrado
relagdo direta com os fatores de risco cardiovasculares (HAMER e STEPTOE, 2006). A
promocdo do consumo de nutrientes especificos, provenientes de fontes naturais ou de
suplementos, tem recebido consideravel atencdo. Neste sentido, tém-se relacionado os
beneficios de alguns compostos como, por exemplo, determinados acidos graxos e

antioxidantes da dieta, nos fatores de risco cardiovasculares.

Estudos sobre o consumo de 4cidos graxos monoinsaturados e poliinsaturados,
particularmente, do acido oléico (ODA et al., 2005), dos 4cidos graxos da familia
omega-3 (ODA et al., 2005; ERKKILA et al., 2006) e dos 4cidos linoléicos conjugados
(LOCK et al., 2005; VALEILLE et al., 2006), tétm demonstrado o efeito protetor destes
nutrientes no desenvolvimento das doengas cardiovasculares, uma vez que a fonte e a
natureza dos 4cidos graxos sdo importantes determinantes dos seus efeitos sobre a
saude. Estes acidos graxos sdo capazes de formar lipoproteinas com menor

suscetibilidade a oxidagao.

Por outro lado, a utilizacdo de flavondides (KAPLAN et al., 2001) e de
compostos vitaminicos (ZUREIK et al., 2004), como o B-caroteno (LEVY et al., 2000),
o acido ascorbico (WANNAMETHEE et al., 2006) e o a-tocoferol (IANNUZZI et al.,
2002; OTERO et al., 2005), também tem se mostrado eficaz em melhorar a satde

cardiovascular, devido a sua capacidade antioxidante.

Dentre os agentes antioxidantes, os resultados da a¢do do a-tocoferol ainda sao
controversos, o que sugere a necessidade de se ter um consenso quanto a quantidade
deste composto a ser suplementada, considerando a elevada perda pelas fezes e a
possibilidade de haver uma relagdo inversamente proporcional entre a quantidade
consumida e o percentual absorvido (LOSOWSKY et al., 1972), que seja capaz de atuar

beneficamente sobre os fatores de risco das doengas cardiovasculares.

O interesse pelo consumo de alimentos de origem animal, com alto conteudo de
gorduras saturadas, tem diminuido devido as recomendacdes de redugdao da ingestao

destes nutrientes, como forma de prevenir o desenvolvimento das doencas

1



Introducdo

cardiovasculares. Neste cenario de reducdo do consumo da gordura de origem animal,
os resultados de varios estudos experimentais tém divulgado o papel dos acidos
linoléicos conjugados como potentes agentes antiaterogénicos. Desta forma, surge uma
grande expectativa de estimular o consumo dos produtos derivados de ruminantes, ja

que estes sao fontes naturais destes acidos graxos (BESSA et al., 2000).



Revisdo da Literatura

2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Aterosclerose

A aterosclerose ¢ uma doenca inflamatodria cronica de origem multifatorial que
ocorre em resposta a agressdo endotelial (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
CARDIOLOGIA, 2007). Ela se manifesta clinicamente através das doengas
cardiovasculares, que compreendem as doengas cardiacas e as doencas

cerebrovasculares.

As duas principais hipoteses sobre o inicio do processo aterogénico sdo a
hipdtese da resposta a injuria e a hipotese oxidativa. Segundo a hipotese da resposta a
injuria, proposta por ROSS e GLOMSET (1973), a interrup¢do da funcdo endotelial
estimula uma série de eventos celulares e vasculares que levam a resposta inflamatoria e

finalmente a lesdo aterosclerotica.

J4 a hipodtese oxidativa sugere que o processo aterosclerotico possa ser iniciado
por danos no endotélio vascular, produzidos por modifica¢des oxidativas das particulas
de LDL, o que aumenta sua captacao por macrdfagos da parede arterial (STEINBERG
et al., 1989).

Estas hipdteses divergem sobre qual seria o evento primdrio na génese da
aterosclerose, porém consideram a ocorréncia concomitante de reagdes oxidativas e

inflamatoérias no desenvolvimento desta doenca.

Antes de serem completamente oxidadas, as particulas de LDL precisam sofrer
algumas modificagdes. Inicialmente, as LDL nativas contém apoB-100 e sdo ricas em
acidos graxos poliinsaturados e antioxidantes. Quando se tornam minimamente
oxidadas (LDL-MM), estas particulas apresentam os fosfolipidios oxidados na sua
superficie (PARTHASARATHY et al., 1999).

Nesta fase, metade das moléculas de apoB-100 ainda estdo intactas, mas as LDL
j& perderam acidos graxos poliinsaturados e compostos antioxidantes. Desta forma, as
LDL nao sdo reconhecidas pelos receptores scavengers dos macréfagos, embora elas
ainda sejam reconhecidas pelos receptores de LDL nativa (MASHIMA et al., 2001).

As LDL-MM podem induzir a expressao de MCP-1 e de M-CSF pelas células
endoteliais e iniciar o recrutamento de monoécitos para a parede arterial, promovendo a
diferencia¢do dos mondcitos em macréfagos (VILLA-COLINAYO et al., 2000).

A oxidagdo adicional das LDL-MM, leva a modificacdes nas moléculas de

apoB-100, gerando produtos do catabolismo dos perdxidos lipidicos, como os aldeidos.
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Estes produtos interagem com os residuos de lisina das apoB-100, tornando-as
negativamente carregadas, o que resulta em uma menor afinidade pelos receptores de
LDL nativas e em um aumento da afinidade pelos receptores scavengers (BROWN e
GOLDSTEIN, 1983).

As particulas de LDL completamente oxidadas (LDL-OX) ativam as células
endoteliais, que respondem com a expressdao de moléculas de adesdao, como a VCAM-1
e ICAM-1, além de MCP-1, que acentua a j4 iniciada entrada de mondcitos na parede

arterial e sua diferenciagdo em macréfagos pela agdo do M-CSF (TAKEI et al., 2001).

As LDL-OX sao reconhecidas por receptores scavengers, cuja expressdo ¢
regulada pelo aumento da concentragdo de colesterol nos macréfagos. A interagdo de
LDL-OX com os receptores scavengers resulta na rapida captagao da lipoproteina pelas
células musculares lisas e macrofagos. A LDL-OX ¢ degradada intracelularmente, o
colesterol livre € esterificado e em seguida armazenado, conferindo as células o aspecto

de espuma (HAKALA et al., 2003; OSTERUD e BJORKLID, 2003).

O acumulo de lipidios na parede arterial induzird a liberagdao de citocinas pro-
inflamatorias pelos macrofagos. Estas citocinas irdo promover o recrutamento de
monocitos ¢ o acaimulo de células espumosas (foam cells), que sdo os tipos celulares
mais comuns nas estrias gordurosas (OSTERUD e BJORKLID, 2003). Este circulo
vicioso de oxidacdo, modificagdo das lipoproteinas e inflamacdo ¢ mantido pela

presenca de LDL-OX nas artérias.

A formagdo e aciimulo de células espumosas caracterizam a estria gordurosa, e
contribuem ainda para o aumento do tamanho da lesdo, que pode progredir para uma

lesdo intermedidria e finalmente para uma lesdo complexa (FERREIRA et al., 2007).

Em resumo, a mudanga da lesdo precoce ou estria gordurosa para a lesao

avancada envolve trés processos celulares fundamentais (LUSIS, 2000):

1) entrada continua de monoécitos/macroéfagos para o espaco subendotelial e

proliferacdo de macrofagos, células musculares lisas e possivelmente linfocitos;

2) formacgdo de uma extensa matriz de tecido conjuntivo fibroso e o acumulo

de células musculares lisas e

3) actmulo de lipideos, principalmente na forma de colesterol livre e, em
menor propor¢do, colesterol esterificado, dentro dos macrofagos e células musculares

lisas.
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Tais processos apresentam caracteristicas morfologicas especificas, que

diferenciam os estagios de desenvolvimento das lesoes.

Baseados nas descricdes morfoldgicas, VIRMANI et al. (2000), propuseram
uma classificacdo simplificada do desenvolvimento das lesdes aterosclerdticas. As

etapas do desenvolvimento dessa lesdo seriam representadas em sete categorias:

1) espessamento intimal, descrito como acumulo normal de células

musculares lisas na intima com auséncia de lipideos ou células espumosas;

2) xantoma intimal ou estria gordurosa, ocorrendo actimulo de células

espumosas sem um centro necrético ou capa fibrosa;

3) espesssamento intimal patologico, lesdo aterosclerdtica progressiva, com
células musculares lisas em uma matriz rica em proteoglicanas, com area de acimulo de

lipideos, sem necrose;

4) ateroma com capa fibrosa, com centro necrético bem formado e delineado
por uma capa fibrosa. Pode ocorrer trombose luminal, sem nenhuma comunica¢do do

centro necrotico com o trombo;

5) ateroma com capa fibrosa estreita, infiltrado por macrofagos e linfocitos

com raras células musculares lisas e um centro necrotico;

6) nédulo calcificado, com calcificagdo nodular eruptiva e placa

fibrocalcificada;

7) placa fibrocalcificada, rica em coldgeno com significante estenose;

normalmente contém uma grande area de calcificagdo e poucas células inflamatorias.

Determinados fatores se associam ao desenvolvimento mais precoce e acelerado
da aterogénese. Segundo SCOTT (2004), dentre estes, estdo as dislipidemias, que

constituem fatores de risco modificaveis para a aterosclerose.

As dislipidemias sdo etiologicamente classificadas em primarias, cuja origem ¢
genética; e secunddrias, que sdo causadas por outras doencas ou pelo uso de

medicamentos.

As dislipidemias primdrias sdo caracterizadas por um perfil genético de alto
risco (BROWN e GOLDSTEIN, 1986; RAMACHANDRAN et al., 2005), no qual o
fenotipo do perfil lipidico ¢ determinado pela interagdo entre os fatores genéticos e os

ambientais, incluindo a dieta.
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A hipercolesterolemia familiar, um tipo de dislipidemia primaria, é caracterizada
pelo elevado nivel de LDL no plasma, pela presenca de xantomas e histéria familiar de
doenga arterial coronariana prematura (PUNZALAN et al., 2005). Esta desordem
metabolica hereditaria é relativamente comum, com uma incidéncia de 1/500, sendo
causada por mutagdes no gene do receptor de LDL (SMILDE et al., 2001). Essas
mutagdes podem reduzir o nimero ou prejudicar a fungdo dos receptores de LDL na
superficie das células hepaticas, levando a diminui¢do do catabolismo das particulas de
LDL, o que resulta na elevagdo dos niveis plasmaticos dessa lipoproteina (PUNZALAN
et al., 2005).

2.2 Camundongos knockout para o receptor de LDL como modelo experimental

Em camundongos knockout para o receptor de LDL (LDLR -/-) o

desenvolvimento de aterosclerose ¢ similar a hipercolesterolemia familiar humana

(STAPRANS et al., 2000).

Os camundongos sao os modelos animais mais utilizados para o estudo dos
lipidios e da aterosclerose. No entanto, nestes animais, as lesdes aterosclerdticas
induzidas por dietas extremamente hipercolesterolémicas sdo limitadas em tamanho,
complexidade e distribuicdo. Isto pode ser modificado com o desenvolvimento de
camundongos transgénicos e knockout para determinados genes, os quais podem
produzir efeitos notaveis nas lipoproteinas plasmaticas e nas lesdes arteriais at¢ mesmo

na auséncia de manipulagdes dietéticas (FAZIO & LINTON, 2001).

O desenvolvimento dos camundongos LDLR -/- foi descrito por ISHIBASHI et
al. (1993). Estes modelos animais sdo levemente hipercolesterolémicos devido a
auséncia de receptores de LDL no figado, o que prolonga a meia vida das particulas de
LDL e VLDL no plasma. Quando consomem dietas potencialmente aterogénicas,
tornam-se gravemente hipercolesterolémicos, desenvolvem lesdes aterosclerdticas ao
longo da aorta e xantomas subcutaneos. As lesdes ateroscleroticas, tanto precoces como
tardias, ainda ndo foram completamente caracterizadas neste modelo animal
(KOWALA et al., 2000). Entretanto, pode ser um modelo particularmente satisfatorio
para a investigacdo dos mecanismos da aterosclerose, bem como para estudos de

intervengdo antiaterogénicos (TANGIRALA et al., 1995).
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2.3 Acido linoléico conjugado
2.3.1 Definicao e fontes dietéticas

Acido linoléico conjugado (CLA) é o termo que designa todos os isdmeros
geométricos e de posi¢cdo do acido linoléico (PARIZA e HARGREAVES, 1985;
PARODI, 1999).

Ao contrario dos demais acidos graxos poliinsaturados, que possuem as ligagdes
duplas separadas por um carbono metilénico, estes dcidos graxos sao caracterizados pela
presenca de uma estrutura dieno-conjugada (Figura 2.1), na qual as ligagdes duplas
estdo separadas por uma ligagio simples carbono-carbono (ARBONES-MAINAR et al.,
2006).

Nos acidos graxos conjugados, cada uma das ligacdes duplas pode estar na
configuragdo Cis ou trans, ou nas distintas combinagdes moleculares cis-trans (ROCHE

et al., 2001). Dai a variedade de isdmeros conjugados destes acidos graxos.

H H H H
N 1 | Id
C=0E== C.\
s
CH,(CH,),CH, CH,(CH,),COOH @

H HHOH H
L T 7 (M
C =C—(I3—C= C\
4
CH,(CH,),CH, CH,(CH,),COOH
Figura 2.1 — Estruturas das ligacdes duplas dieno-conjugadas (I) e metileno-

interrompidas (II).

As principais formas isoméricas de CLA sdo o 9¢,11t-CLA e o 10t,12c-CLA
(Figura 2.2). O 9¢,11t-CLA, ou 4cido ruménico, ¢ a forma natural mais abundante de
CLA (PARODI, 1977). Este isdbmero ¢ formado durante a biohidrogena¢ao ruminal do
acido linoléico ou, em menor proporg¢do, pela acdo da enzima A-9 dessaturase sobre o
acido trans-vacénico (C18:1 11t), no tecido mamario de véarias espécies (GRIINARI et
al, 2000), incluindo o homem (TURPEINEN et al., 2002). Portanto, as principais fontes
de CLA na nossa alimentagdo sao os produtos derivados de animais ruminantes, como

as carnes e os produtos lacteos (WAHLE et al., 2004).
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Ja 0 10t,12c-CLA ¢ encontrado em quantidades menores nas fontes naturais de
CLA, mas em quantidades substanciais nas preparagdes comerciais (BAUMAN e

GRIINARI, 2001).

W\/\/\/ oo

9cis,12cis Acido Octadecadiendico (Acido Linoléico)

9cis,11frans Acido Octadecadiendico (Acido Ruménico)

\ COOH
R Y W L T A VLY LYe v

10¢#runs, 12cfs Acido Octadecadiendico

PR T AT T

Ofrems, 11irans Acido Octadecadiendéico

Figura 2.2 — Representa¢do do 4cido linoléico e de trés dos seus isomeros conjugados.

De acordo com JIANG et al. (1996), ha uma variagdo do conteudo de CLA no
leite, de 2,5 a 17,7 mg/g de gordura. Observa-se que esta variacao € sazonal e tem sido
associada a vérios fatores, contudo, a dieta ¢ o principal deles, encontrando-se as mais
altas concentra¢des de CLA quando o animal se alimenta de pastagens frescas e ricas
em acidos graxos poliinsaturados (BAUMAN e GRIINARI, 2000; COLLOMB et al.,
2002; ADDIS et al., 2005; NUDDA et al., 2005).

Em outros produtos derivados do leite, a concentracao de CLA ¢ menor e varia
de 2,5 a 7,0 mg/g de lipidio. J4 em sobremesas e iogurtes com teor reduzido de gordura,
o contetido de CLA ¢ relativamente baixo, de 0,5 a 1,7 mg/g de lipidio (CHIN et al.,
1992).

O teor de CLA nestes produtos ¢ dependente do seu contetido no leite, sendo que

o tipo de processamento parece ter pouco ou nenhum efeito na sua concentragdo final,
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exceto quando ha uma grande redugdo do teor de gordura. Esta estabilidade do CLA
durante o processamento pode ser decorrente da sua ligagdo a lactoalbumina ou a
lactoglobulina, que o protegem da isomeriza¢ao ¢ da oxidacdo (BANNI e MARTIN,
1998).

2.3.2 Consumo

Devido a conversdo enddgena do acido trans-vacénico a 9¢,11t-CLA, pela A-9
dessaturase, provavelmente a ingestdo média de CLA nao reflete todo o conteudo
disponivel destes &cidos graxos na dieta de um individuo. Estima-se que
aproximadamente 20% do acido trans-vacénico consumidos sejam convertidos a 9c,11t-

CLA por esta via metabolica (TURPEINEN et al., 2002).

Existem poucas estimativas disponiveis sobre o consumo de CLA (JIANG et al.,
1999; ENS et al., 2001; RITZENTHALER et al., 2001). Além disto, os instrumentos
utilizados na avaliacdo da ingestdo sdo varidveis entre os estudos, tornando as

comparagdes mais dificeis.

JIANG et al. (1999), estudando uma populacdo de homens idosos na Suécia,
encontraram um consumo médio de 160,00 mg de CLA por dia. Por outro lado, no
Canad4, em um estudo com um pequeno grupo de jovens, a ingestdo média de 9c,11t-
CLA foi estimada em 94,90 + 40,60 mg/dia, variando entre 15,00 e 174,00 mg/dia (ENS
etal., 2001).

Nos EUA, o consumo total de CLA ¢ estimado em 151,00 £+ 14,00 mg/dia para
mulheres e em 212,00 £ 14,00 mg/dia para homens. Quando avaliada somente a
ingestdo de acido ruménico, a estimativa ¢ de 140,00 + 13,00 mg/dia e 193,00 + 14,00
mg/dia para mulheres e homens, respectivamente (RITZENTHALER et al., 2001).

A atividade funcional atribuida ao CLA tem incitado o seu consumo. Porém,
devido a variacdo sazonal do contetido de CLA nas suas fontes naturais, a quantidade

habitualmente consumida também ¢ variavel.

Uma maior ingestao diaria poderia ser conseguida das seguintes formas:
1 — aumentando o consumo de alimentos derivados de animais ruminantes;
2 —aumentando o conteudo de CLA nestes alimentos;

3 — enriquecendo outros produtos alimentares com CLA;
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4 — utilizando suplementos de CLA na forma de cépsulas.

Com o objetivo de elevar o valor nutritivo e terapéutico dos alimentos derivados
de ruminantes, varias pesquisas vém sendo conduzidas com o intuito de aumentar o teor
de acido trans-vacénico e/ou de acido ruménico destes alimentos (DHIMAN et al.,
1999; ADDIS et al., 2005). Além de pratica e viavel, esta tem se mostrado a melhor
alternativa para aumentar o consumo de CLA, por prover uma forma natural de
consumo, nao interferir na quantidade de alimentos habitualmente consumida pelos
individuos e evitar o consumo excessivo destes compostos na forma de suplementos, ja

que suas recomendagdes de ingestdo diaria ainda ndao foram estabelecidas.

2.3.3 Efeitos do CLA na aterosclerose

O 4cido linoléico conjugado tem sido investigado pelos seus efeitos benéficos na
prevencdo e tratamento de uma diversidade de doencas, incluindo a obesidade
(GAULLIER et al., 2007), o diabetes (MOLONEY et al., 2007), o cancer (LEE et al.,
2006; BOCCA et al., 2007) e as doengas cardiovasculares (TOOMEY et al., 2006).

A estes acidos graxos também tém sido atribuidas atividades anti-inflamatorias,
bem como agdes regulatorias sobre o sistema imune (SNEDDON et al., 2006), o
metabolismo lipidico (MITCHELL et al., 2005) e de eicosandides (IWAKIRI et al.,
2002; URQUHART et al., 2002), a produ¢ao de citocinas (LUONGO et al., 2003) ¢ a
expressao de determinados genes (BELURY et al., 2002).

Embora seus mecanismos de a¢do ainda ndo estejam totalmente esclarecidos,
sabe-se que as atividades do CLA sdo mediadas diretamente pelos seus isdmeros ou por
meio da ligagdo destes isdbmeros a fatores de transcricdo especificos, envolvidos em

muitos dos processos metabolicos afetados por eles (WAHLE et al., 2004).

Dentre os numerosos efeitos benéficos relatados sobre o CLA, as suas
propriedades anti-carcinogénicas e anti-obesogénicas tém sido extensivamente
estudadas e, somente nos ultimos anos, as propriedades anti-aterogénicas destes acidos

graxos tém ganhado maior notoriedade.

Os estudos de LEE et al. (1994) e NICOLOSI et al. (1997) foram os primeiros a
relacionar o papel protetor do CLA na formagao de lesdes aterosclerodticas precoces em

modelos animais. Desde entdo, varios pesquisadores ja demonstraram os efeitos do
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CLA no desenvolvimento e regressdo da aterosclerose (KRITCHEVSKY et al., 2004;
VALEILLE et al., 2005; TOOMEY et al., 20006).

Os estudos com animais vém demonstrando as interferéncias mais relevantes do
CLA na aterosclerose; entretanto, estes efeitos sdo variaveis dependendo das espécies

estudadas.

TOOMEY et al. (2006) demonstraram a regressdo quase completa da
aterosclerose, em camundongos apo E -/-, apos a suplementacdo com CLA. Em outro
estudo, a suplementacdo com 9c,11t-CLA impediu, enquanto o isomero 10t,12c-CLA
promoveu o desenvolvimento da aterosclerose neste modelo animal (ARBONES-

MAINAR, 2006).

Em coelhos, o CLA também reduz a gravidade das lesdes ateroscleroticas, em
diferentes niveis de suplementagdo (KRITCHEVSKY et al.,, 2002), entretanto, na
concentragdo de 1 % da dieta, é capaz de regredir lesdes bem estabelecidas na aorta
(KRITCHEVSKY et al., 2000; KRITCHEVSKY et al., 2004), nao havendo diferencas
nas agoes dos dois principais isdmeros (KRITCHEVSKY et al., 2004).

Virios estudos também demonstraram que a suplementagdo com CLA leva a
redu¢do do desenvolvimento da aterosclerose em hamsters (WILSON et al., 2000;

MITCHELL et al., 2005; VALEILLE et al., 2005).

Estudos in vitro descrevem alguns efeitos importantes do CLA nos mecanismos
moleculares envolvidos na aterogénese. Tem sido demonstrado que o tratamento com
CLA suprime a adesdo endotelial de mondcitos (SNEDDON et al., 2006) e diminui a
producdo de prostaglandinas (IWAKIRI et al., 2002; YU et al., 2002) e outros produtos
pré-inflamatorios, como TNFa, IL-1B e IL-6, nos macrofagos (YU et al., 2002).

Além disto, existem relatos de efeitos seletivos dos principais isdmeros do CLA
em determinados mecanismos moleculares, como o aumento da transcricdo do gene do
receptor de LDL (RINGSEIS et al., 2006) e a reducdo da secre¢do de apolipoproteina B
(STORKSON et al., 2005), em cultura de células HepG2, ap6s tratamento com 10t,12c-
CLA.

De maneira geral, os estudos com seres humanos tentam relacionar o consumo
de CLA com o metabolismo das lipoproteinas, no entanto, seus resultados sdo bastante

controversos.

11
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O consumo de CLA tem sido associado com modificagdes benéficas no perfil de
lipidios séricos (BLANKSON et al., 2000; NOONE et al., 2002). Contudo, alguns
trabalhos ndao mostram associagdo (NAUMANN et al., 2006) ou relatam efeitos
divergentes dos principais isomeros do CLA no metabolismo das lipoproteinas

(TRICON et al., 2004).

2.4 Vitamina E
2.4.1 Definicdo e fontes dietéticas

Vitamina E ¢ o termo utilizado para indicar um grupo de compostos
lipossoluveis intimamente relacionados (tocoferois e tocotriendis), cujas moléculas sao
constituidas por duas regioes distintas: um nucleo contendo um grupo hidroxil e uma
longa cadeia hidrofobica (Figura 2.3). Estas peculiaridades estruturais sdo responsaveis
por suas propriedades fisico-quimicas e, conseqlientemente, pelo seu papel bioldgico

(BONGIORNO et al., 2006).

No plasma humano, o a-tocoferol ¢ a principal forma circulante de vitamina E.
Este composto ¢ um potente antioxidante das particulas de LDL e possui a capacidade
de atuar como scavenger dos radicais peroxil, assim como, na quebra da reacdo em
cadeia associada com a peroxidagao lipidica (BURTON e INGOLD, 1989; van AALST,
2004).

Os compostos com atividade de vitamina E sdo sintetizados apenas pelas
plantas, mas sdo componentes essenciais da dieta dos animais. Desta forma, eles sdo
encontrados principalmente nos produtos de origem vegetal e suas principais fontes sdo
o germe de trigo e os 6leos vegetais. Com exce¢do da gema de ovo, do figado e do
tecido adiposo, os alimentos de origem animal nao sao boas fontes da vitamina (BALL,

1998).

CH,

Figura 2.3 — Estrutura quimica do a-tocoferol.
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2.4.2 Efeitos da vitamina E na aterosclerose

De acordo com a hipdtese oxidativa, a oxidagdo das particulas de LDL constitui
o evento primario na patogénese da aterosclerose (STEINBERG et al., 1989). Desta
forma, a LDL-OX tem sido foco de um grande numero de investigagdes devido ao papel
fundamental que esta particula desempenha na iniciagdo e progressdo das lesdes

ateroscleroticas (van AALST, 2004).

Os antioxidantes presentes na dieta, além de proteger a LDL da oxidagao, podem
aumentar a capacidade oxidativa das células vasculares e do sistema imune, reduzir o
estresse oxidativo e a resposta inflamatdria associada a hipercolesterolemia, reduzindo

desta maneira, o risco de aterosclerose (KOGA et al., 2004).

Ainda que existam controvérsias sobre a utilidade das estratégias antioxidantes
na prevengdo das doencas cardiovasculares, o efeito potencial de diferentes
antioxidantes da dieta na prevengdo do desenvolvimento e progressdao da aterosclerose
tem sido demonstrado em certos modelos experimentais (STEINBERG e WITZTUM,
2002; RODRIGUEZ et al., 2005).

Assim, existe um grande interesse na busca por agentes antioxidantes capazes de
reduzir o impacto das reacdes oxidativas na aterosclerose (PELUZIO et al., 2003),
estando a ingestdo de alimentos ricos em vitamina E entre os fatores que tém

contribuido para retardar o desenvolvimento desta doenga (OZER et al., 2006).

Muitos estudos com modelos animais (OTERO et al., 2005; HASTY et al.,
2007) e ensaios clinicos (HODIS et al., 2002; ZUREIK et al., 2004) tém sido
conduzidos para avaliar o papel antioxidante da vitamina E na redu¢@o do risco de

desenvolvimento da aterosclerose e, consequentemente, das doencas cardiovasculares.

Em estudos experimentais, a suplementagdo com vitamina E tem se mostrado
eficaz em reduzir a suscetibilidade das particulas de LDL a oxidagdo (KHALIL e
MILOCHEVITCH, 2005), em inibir a proliferacio de células musculares lisas e
diminuir a captagdo das LDL-OX na parede arterial (OZER et al., 2006), em inibir a
liberacao de citocinas proé-inflamatorias (DEVARAJ & JIALAL, 2005) e a agregacao
plaquetaria (MUROHARA et al., 2004).

Além desses efeitos, de acordo com CYRUS et al. (2001), a vitamina E induz
uma reducdo significante da aterogénese precoce em modelos animais para
aterosclerose. Em camundongos LDLR -/-, a suplementacdo com vitamina E reduziu a

progressdo das lesdes aterosclerdticas, suprimindo reagdes inflamatdrias e oxidativas e
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aumentando os niveis de 6xido nitrico. A efetividade da suplementacdo com vitamina E
neste modelo animal ¢ vista tanto na fase inicial da aterogénese como depois da doenga

estabelecida (CYRUS et al., 2003).

No entanto, estudos epidemioldgicos com seres humanos ndo associam
(BUIJSSE et al., 2005) ou associam inversamente (RIMM et al., 1993; STAMPFER et
al., 1993) a ingestdo de vitamina E com as doengas cardiovasculares. Ja os ensaios do
tipo randomizado e controlado sdo contraditorios nesta questdo e mostram efeitos
benéficos (CARRERO et al., 2005), efeitos mistos (HODIS et al., 2002;
MICHELETTA et al., 2004) e at¢ mesmo a ineficiéncia da vitamina E nas doencas
cardiovasculares (TORNWALL et al., 2004; ZUREIK et al., 2004).

O efeito varidvel da suplementacdo com vitamina E na aterosclerose
experimental tem sido objeto de muitos questionamentos. Segundo WEINBERG
(2005), os estudos com animais podem ser mais bem controlados e podem utilizar
medidas mais rigorosas de progressao das lesdes aterosclerdticas. Isto poderia explicar,
pelo menos em parte, os efeitos contraditorios relatados em estudos epidemiologicos e

ensaios clinicos, em rela¢do aos estudos que utilizam animais.

Contudo, de acordo com SUARNA et al. (2006), o a-tocoferol tem um impacto
modesto na aterosclerose experimental e seus efeitos sdo observados somente sob
condi¢des de deficiéncia grave de vitamina E. Se comparados aos resultados obtidos em
estudos com seres humanos, estes resultados podem explicar porque, muitas vezes, a
suplementagdo com vitamina E falha em melhorar a saide cardiovascular quando nao

existe deficiéncia da vitamina.

Por outro lado, de acordo com HASTY et al. (2007), é possivel que, em
humanos, o tratamento com vitamina E tenha valor terapéutico somente em individuos
com niveis elevados de estresse oxidativo. Assim, sugere-se que as incoeréncias
encontradas nestes tipos de estudo seriam decorrentes de critérios inconsistentes na

selecdo de candidatos ao uso de terapias antioxidantes (VIOLI et al., 2004).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos da suplementagdo alimentar com acido linoléico conjugado
(CLA) e com vitamina E na progressdo da aterosclerose em camundongos LDLR-/-,

com lesdo precoce instalada.

3.2 Objetivos Especificos

= Identificar a presenca e dimensdo das lesdes ateroscleroticas na raiz da aorta.

» Comparar os efeitos do consumo de CLA e de vitamina E na evolugdo da lesdao

aterosclerotica precoce.

= Avaliar o efeito da associacdo de CLA e vitamina E na evolucao da lesao

aterosclerotica precoce.

» Verificar os efeitos decorrentes da suplementacdo com CLA e/ou com vitamina E no

perfil dos lipidios séricos.

» Identificar alteragdes no perfil de 4cidos graxos do intestino, do tecido hepatico e do

tecido adiposo, decorrentes da suplementagao com CLA e com vitamina E.

= Observar o nivel de peroxidagao lipidica hepatica em animais suplementados com

CLA e com vitamina E.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Animais

Foram utilizados camundongos LDLR -/-, machos e fémeas, com seis semanas
de idade, procedentes do biotério do Laboratorio de Bioquimica Nutricional (LABIN),
do Departamento de Bioquimica e Imunologia, da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG). Os animais, com peso médio de 14,2 £ 1,9 g, foram mantidos em
gaiolas individuais de ago inoxidavel, em ambiente com temperatura controlada (21 °C

+ 1 °C) e fotoperiodo de 12 horas.

4.2 Delineamento experimental
O ensaio biologico foi realizado em duas etapas e teve duragdo de 14 semanas.

A primeira etapa, ou fase de inducdo, teve o objetivo de promover o
desenvolvimento de lesdes aterosclerdticas precoces nos animais. Nesta etapa, com

duracdo de seis semanas, os animais foram divididos em dois grupos:
»  Grupo CT: dieta semipurificada;
* Grupo AT: dieta aterogénica.

Ao final do periodo de indugdo, 10 animais do grupo AT, que constituiram o
grupo AT1, sofreram eutandsia para avalia¢dao do estagio de desenvolvimento das lesdes

aterosclerdticas na aorta.

Na segunda etapa, ou fase de tratamento, com duracdo de oito semanas, 0s
animais do grupo CT continuaram recebendo dieta semipurificada e os animais do

grupo AT foram divididos em outros cinco grupos:
»  Grupo AT2: dieta aterogénica;
* Grupo CLA: dieta semipurificada + 1% de 10t,12c-CLA;
* Grupo TOC: dieta semipurificada + 1% de acetato de vitamina E;

*  Grupo CLA/TOC: dieta semipurificada + 1% de 10t,12c-CLA + 1% de acetato

de vitamina E;

»  Grupo AT/SP: dieta semipurificada.
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As fezes foram coletadas no inicio e no final de ambas as etapas do experimento

e armazenadas a — 20 °C até analise.

O consumo das dietas foi monitorado diariamente e a evolucdo do peso,
semanalmente, para o calculo do coeficiente de eficicia alimentar (ABDULLAH e
OTHMAN, 2000). Durante todo o periodo experimental (Figura 4.1), os animais
receberam agua e dieta ad libitum, exceto no periodo de 12 horas anteriores a eutanasia,

quando foram colocados em jejum.

1*ETAPA 2*ETAPA
1* 42 6* 12* 2
| 1 R
| I I \ J ‘\ j/ Semanas
I Y Tt g t
2 GRUPOS & GRUPOS
Nascimento Desmame l Eutanésia l Eutanasia
,
Grupo CT —_— | Grupo CT (n=10) |
n=10) .

Grupo AT2 (n=11)

Grupo AT/SP (n=10)

I |

I |

G‘mﬁo AT | | GrupoATL | o | e |
(n=67)

I |

I |

| . (n=10)

Grupo TOC (n = 13)

Grupo CLA/TOC (n= 10)

%

Figura 4.1 — Desenho experimental.

Grupo CT - dieta semipurificada / Grupo AT (AT1 e AT2) — dieta aterogénica/ Grupo CLA — dieta
semipurificada + 1% de 10t,12c-CLA/ Grupo TOC — dieta semipurificada + 1% de acetato de vitamina
E/ Grupo CLA/TOC - dieta semipurificada + 1% de 10t,12¢c-CLA + 1% de acetato de vitamina E/

Grupo AT/SP — dieta aterogénica (fase de indugdo) e dieta semipurificada (fase de tratamento).

O tecido adiposo peri-renal, o figado e o intestino foram removidos, lavados em
PBS, congelados em nitrogénio liquido e mantidos a — 80 °C. Os coragdes foram
retirados em bloco com a raiz da aorta, perfundidos em solugao salina fisiologica e, em

seguida, fixados em solucdo de formol em PBS (10%).
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O sangue foi coletado por pung¢do na aorta abdominal e centrifugado a 3500 rpm,
por 10 minutos, para obten¢do do soro. O soro foi congelado em nitrogénio liquido e

mantido a — 80 °C, até analise.

O experimento seguiu as normas do Colégio Brasileiro de Experimentagdo

Animal — COBEA (1991).

4.3 Dietas

A composicdo das dietas experimentais (Tabela 4.1) foi baseada na dieta
proposta pela Association of Official Analytical Chemistry (A.O.A.C., 1989). Foram
confeccionadas manualmente, congeladas e protegidas da luz até o momento da
utilizacao. Com exce¢ao da dieta aterogénica, as demais foram isoenergéticas. O CLA
foi obtido na forma de cépsulas que continham, em média, 62,70 + 2,60 mg de 10t,12c-
CLA/100 mg de 6leo.

Tabela 4.1 — Composi¢do das dietas experimentais (%).

Dietas

. Semipurificada Aterogénica CLA TOC CLA/TOC
Ingredientes
Amido de milho 68 - 68 68 68
Sacarose - 55 - - -
Caseina 20 20 20 20 20
Celulose 1 1 1 1 1
Oleo de soja 5 1 5
Colesterol - 1 - - -
GVH' - 15 - - -
Mistura vitaminica 1 1 1 1 1
Mistura mineral 5 5 5 5 5
Bitartarato de colina - 1 - -
CLA? - - 1 - 1
Acetato de vitamina E - - - 1 1

Fonte: AOAC (1989).
! Gordura vegetal hidrogenada.

2 Acido linoléico conjugado (10t,12¢c-CLA). Gentilmente cedido por: Rainha Laboratorio Nutracéutico
Ltda.

A composi¢ao centesimal aproximada das dietas foi determinada utilizando-se as
técnicas descritas pela AOAC (1980) para umidade, extrato etéreo e cinzas. O

nitrogénio total foi determinado pelo método de Kjeldhal. Os glicidios e a fibra
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alimentar foram calculados por diferenca, compondo juntos a fragdo NIFEXT

(Nitrogen-free extract).

4.4 Anadlise dos lipidios
4.4.1 Extragdo dos lipidios

Os lipidios dos orgdos ¢ tecidos, bem como das dietas, foram extraidos pelo
método de FOLCH et al. (1957). Os extratos lipidicos foram esterificados para obtencao
dos ésteres metilicos dos acidos graxos, utilizando o método CBA (Combined base- and

acid-catalyzed methylation method), de acordo com YU et al. (2003).

Neste método, a amostra lipidica foi homogeneizada com 1 mL de NaOH-
MeOH (0,5N) e reagiu em temperatura ambiente. Apos 5 minutos, foram adicionados 2
mL de HCI-MeOH (4%) e a reag¢do foi conduzida por mais 5 minutos. A reacao foi
interrompida pela adi¢do de 3 mL de agua destilada e seus produtos extraidos com 5 mL
de isooctano. O extrato dissolvido em isooctano foi filtrado em funil com sulfato de
sodio anidro, concentrado em atmosfera de nitrogénio e armazenado em frasco ambar a

—20 °C até analise cromatografica.

4.4.2 Identificacao dos ésteres metilicos dos dcidos graxos

A identificacdo dos ésteres metilicos dos 4acidos graxos foi realizada por
cromatografia gasosa, comparando-se os tempos de retencdo dos ésteres presentes nas
amostras com os dos padrdes: FAME mix (Supelco®, EUA), 10t,12¢c-CLA, 9c,11t-CLA
e 9t 11t-CLA (Matreya®, EUA). O 4cido tridecandico (Sigma—Aldrich®, EUA) foi

utilizado como padrao interno.

Utilizou-se cromatografo a gads GC-17A Shimadzu/Class GC, equipado com
detector de ioniza¢do de chamas e com coluna cromatografica de silica fundida SP-2560
(Biscyanopropil polysiloxane) de 100 m de comprimento e 0,25 mm de diametro

interno.
Foram adotadas as seguintes condi¢des de programacgao:
- Temperatura do detector: 240 °C

- Temperatura do injetor: 240 °C
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- Temperatura da coluna: inicio a 70 °C, permanecendo nesta temperatura por 4
minutos; aquecimento até 100 °C, a uma taxa de 5 °C por minuto; aquecimento até 175
°C, a uma taxa de 10 °C por minuto, permanecendo nesta temperatura por 20 minutos;
aquecimento até 225 °C, a uma taxa de 5 °C por minuto, permanecendo nesta

temperatura por 27,5 minutos.

O gas de arraste foi o nitrogénio, com fluxo da coluna de 1,47 mL/minuto,
velocidade linear de 22,96 cm/segundo, split de 1:20, fluxo total de 35 mL/minuto e
pressdo da coluna de 257 Kpa.

4.5 Determinacdo do colesterol sérico, hepdtico e fecal

O colesterol total foi quantificado por método enzimatico (ALLAIN et al., 1974)
e sua concentracdo sérica foi determinada a partir da absorbancia do padrdo de
colesterol (200 mg/dL). A dosagem de colesterol hepatico e fecal foi feita a partir dos

seus respectivos extratos lipidicos retomados em 1,5 mL de alcool isopropilico.

A concentragdo de triacilglicerois foi determinada enzimaticamente, sendo que
os valores encontrados foram divididos por quatro, para obtencdo das concentragcdes da
fragdo VLDL. A fracdo HDL foi obtida por determinacdo direta (WARNICK et al.,
2001) e a fragdo LDL, por diferenca entre as concentragcdes de colesterol total e as de

HDL e VLDL.

Foram utilizados kits comerciais (Bioclin®, Brasil), gentilmente cedidos pela

empresa Quibasa Quimica Bésica Ltda.

4.6 Avaliacao da Peroxidacdo lipidica

A medida do grau de peroxidacao lipidica foi realizada pelo método FOX-2
(NOUROOZ-ZADEH et al., 1994) e incluiu a realizag¢do de dois ensaios.

No primeiro ensaio, uma aliquota de 45 pL de homogenato do tecido hepatico
reagiu durante 30 minutos com solugdo de trifenilfosfina em metanol. Em seguida,
foram adicionados 450 puL. do reagente FOX-2 e a reagdo prosseguiu por mais 30
minutos em temperatura ambiente. No segundo ensaio, uma aliquota de 50 pL do

homegenato reagiu durante 30 minutos com 450 pL do reagente FOX-2.
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O reagente FOX-2 foi preparado imediatamente antes da sua utilizagdo,
adicionando-se nove partes de solugdo de BHT em metanol (1%), a uma parte de

solucao de alaranjado de xilenol e sulfato ferroso amoniacal em acido sulfurico.

Apoés as reagdes, as amostras foram centrifugadas a 12000 rpm, durante 5
minutos e os sobrenadantes foram lidos em leitor de placa de ELISA, a 560 nm, contra

um branco contendo tampao PBS.

Considerou-se um Coeficiente de Extin¢do Aparente igual a 4,3 x 10 M cm™ e

o célculo da concentracdo de hidroperdxidos foi realizado utilizando a seguinte formula:

[Hidroperoxidos] = _Absorbancia = [ ] nmol
(4,3x 10" x 10°

Para a quantificagdo dos hidroperoxidos lipidicos, subtrairam-se os valores

encontrados no segundo ensaio pelos encontrados no primeiro.

4.7 Determinacdo do a-tocoferol

A extracdo do a-tocoferol das amostras de figado e fezes foi realizada baseando-
se no método de UEDA e IGARASHI (1990). A determinacdo da concentracdo de a-
tocoferol foi feita por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), com detector
espectrofotométrico UV-visivel de arranjo de diodos (Shimadzu), utilizando a coluna
Lichrospher, RP-18 (4,0 x 250 mm, 5 um). A fase movel consistiu de uma solugdo de
acetonitrila, metanol e hexano na propor¢ao de 3:95:2, com fluxo de 1 mL/minuto e
tempo total de corrida de 10 minutos. O comprimento de onda no detector, 295 nm, foi

o correspondente a absorbancia maxima do a-tocoferol.

O padrao vitaminico foi preparado dissolvendo-se 10 mg de a-tocoferol (Sigma-
Aldrich®, EUA) em etanol a 96%, resultando em uma solugdo estoque com
concentragdo de 10 pg/mL. Procedeu-se a varredura para confirmagdo do espectro de
absor¢do da solu¢do padrdo na faixa ultravioleta, utilizando os comprimentos de onda
de 190 a 350 nm. O célculo da concentragdo real da solucao padrio foi feito utilizando-

se o coeficiente de absortividade molar (E1%1cm) = 70.8.
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As concentragdes de a-tocoferol das amostras de figado e fezes foram expressas
em pg/100g e calculadas a partir da curva padrdo do a-tocoferol, obtida por regressao

linear.

4.8 Andlise morfométrica

Foram utilizados cinco animais de cada grupo experimental, escolhidos ao
acaso. O coracao foi separado da aorta tordcica e abdominal, fixado em formol
tamponado 10% e processado para inclusdo em parafina. Foram feitos cortes
consecutivos de 10 um de espessura na regido da valvula aodrtica e montadas de seis a
oito laminas por animal, contendo em média 25 se¢des de aorta em cada lamina. As

laminas foram codificadas e coradas por hematoxilina e eosina (H/E).

O tamanho da lesdo aterosclerotica e a avaliacdo do percentual de obstrug¢do da
aorta foram avaliados em dez cortes, tomando sempre como referéncia a presenca da

valvula aortica.

A partir da identificacdo da valvula aortica, a cada 30 um era selecionado um
corte. Assim, foi percorrida uma extensdo média de 300 um e os cortes analisados
foram sempre intercalados por dois cortes consecutivos, de acordo com a técnica de

PAIGEN et al. (1987) modificada por PORTUGAL et al., (2004).

O célculo do tamanho da lesdo aterosclerotica de cada animal foi feito pela soma
das areas dos dez cortes selecionados. O percentual de obstrug¢ao da aorta foi calculado

pela formula: [(3 areas das lesdes / )’ areas da aorta) x 100].

A captura das imagens foi feita em microscopio Olympus, acoplado a video-
camera (Objetivas: 4x ¢ 20x / Bin = 1). Para medida das areas das secdes da aorta

utilizou-se o software Image Pro Plus”, verséo 4.5.

4.9 Analise Estatistica

Foi utilizado o software SigmaStat”, versdo 3.0 para a analise estatistica. O teste

de normalidade utilizado foi o de Kolmogorov-Smirnov.

Para as comparacdes entre trés ou mais grupos independentes, foi utilizada a

analise de variancia (ANOVA), complementada pelo teste de comparagdes multiplas de
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Tukey e quando os dados ndo apresentaram distribuicdo normal, utilizou-se o teste de

Kruskal-Wallis, complementado pelo teste de Dunn’s.

Na andalise morfométrica, além dos testes citados, foi utilizado o teste t, para
compara¢do entre dois grupos independentes e o teste t pareado, para avaliacdo da

evolucdo das lesdes entre os grupos AT1 e AT2.

O nivel de significancia utilizado foi de 95 %, com o valor de p < 0,05. Os

resultados foram expressos como média + desvio-padrao.
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5 ARTIGO DE REVISAO:

Os isomeros do CLA sao agentes antiaterogénicos?

Evidéncias sobre o desenvolvimento e regressao das lesoes.

Resumo

Acido linoléico conjugado (CLA) é o termo que designa todos os isdmeros geométricos
e de posicdo do 4acido linoléico. A estes compostos tém sido atribuidos efeitos
importantes no desenvolvimento e na regressdo da aterosclerose. A maioria dos estudos
nesta area era conduzida utilizando misturas com quantidades iguais dos seus dois
principais isomeros, 9¢,11t-CLA e 10t,12c-CLA. Contudo, a necessidade de se conhecer
qual a participa¢do de cada um destes acidos graxos no tratamento e/ou prevengdo da
aterosclerose, tem incentivado pesquisas com estes isomeros na forma isolada, o que
tem contribuido para o esclarecimento de muitas das discrepancias encontradas nos
estudos que utilizaram misturas isoméricas. Evidéncias encontradas nos estudos mais
recentes sugerem que ambos os isomeros exercem atividades bioldgicas importantes na
aterosclerose, entretanto, seus mecanismos de a¢do ainda ndo foram totalmente

elucidados.

Palavras-chave: 4cido linoléico conjugado, aterogénese, regressdo da aterosclerose,

aterosclerose experimental.
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5.1 Introducdo

O termo acido linoléico conjugado (CLA) ¢ utilizado para designar todos os
isdmeros geométricos e de posicdo do 4cido octadecadiendico (PARIZA e
HARGREAVES, 1985; PARODI, 1999). Sdo caracterizados por possuirem as ligagdes
duplas separadas por uma ligagdo simples carbono-carbono, produzindo uma estrutura

dieno-conjugada (ARBONES-MAINAR et al., 2006).

A forma natural mais abundante de CLA ¢ o 9c,11t-CLA (PARODI, 1977),
também chamado de 4cido ruménico, que ¢ formado no rumen durante a
biohidrogenacdo incompleta do acido linoléico. Pode ser formado também pela acdo da
A-9 dessaturase sobre o acido trans-vacénico no tecido mamario de varias espécies,
incluindo o homem (GRIINARI et al, 2000). Desta forma, os alimentos derivados de

animais ruminantes (carnes e produtos lacteos) sdo as principais fontes de CLA da dieta

(WAHLE et al., 2004).

O 10t,12c-CLA ¢ encontrado em quantidades menores nos produtos derivados
de ruminantes, entretanto, as preparagdes comerciais cont€ém quantidades substanciais
deste isdmero. O 9¢,11t-CLA e o 10t,12c-CLA sdo, quantitativamente, as principais
formas isoméricas do CLA (BAUMAN e GRIINARI, 2001).

Varios efeitos bioldgicos importantes foram atribuidos ao CLA, incluindo
controle da composi¢do corporal e metabolismo energético (GAULLIER et al., 2004),
modulagdo da resposta imune (SNEDDON et al., 2006), efeitos anti-carcinogénicos
(PARODI, 1999; BOCCA et al., 2007) e anti-aterogénicos (VALEILLE et al., 2006).
Entretanto, como o CLA ndo ¢ uma substancia unica, esta variedade de atividades
biologicas provavelmente ndo ¢ resultado da a¢do de um tUnico isdmero, ja que

potencialmente cada um deles possui propriedades distintas (PARIZA et al., 2000).

Com a disponibilidade dos principais isomeros do CLA na forma purificada e a
um preco razoavel, ¢ possivel determinar se os efeitos na aterosclerose podem ser
atribuidos a um isomero especifico ou se ambos exercem efeitos antiaterogénicos
(KRITCHEVSKY et al., 2002). A utilizacdo destas formas isoméricas isoladas tornou-

se uma area em expansao na pesquisa cientifica.

Evidéncias tém sugerido que ambos os isdmeros exercem atividades biologicas
importantes e que estes ndo sdo biologicamente equivalentes. Em particular, o interesse

sobre a acdo desses compostos na aterosclerose tem recebido consideravel atengdo. Esta
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revisdo considera observagdes nesta area, limitando-se aos resultados relacionados aos

dois principais isomeros do CLA.

5.2 Isomeros do CLA e aterogénese

Os relatos sobre os efeitos potenciais do CLA na aterogénese sdo relativamente
recentes. Os estudos de LEE et al. (1994) e NICOLOSI et al. (1997) foram uns dos
primeiros a relacionar o papel protetor do CLA na formacao de lesdes ateroscleroticas
precoces. Embora MUNDAY et al. (1999) tenham demonstrado a formacao de estrias
gordurosas apds a suplementagdo com CLA, posteriormente, outros pesquisadores
mostraram que niveis destes compostos, tdo baixos como 0,05 %, ja exercem alguma
acdo inibitdria no desenvolvimento experimental da aterosclerose (KRITCHEVSKY et

al., 2002).

Efeitos especificos de isdmeros do CLA também tém sido demonstrados em
camundongos (TOOMEY et al., 2003; ARBONES-MAINAR et al., 2006; NESTEL et
al., 2006), coelhos (KRITCHEVSKY et al., 2004) e hamsters (MITCHELL et al., 2005;
VALEILLE et al., 2005).

Em camundongos apoE -/-, os principais isomeros do CLA apresentaram efeitos
divergentes nos componentes celulares e moleculares envolvidos no desenvolvimento e
estabilidade das lesdes. O 10t,12c-CLA induziu a manifestagdo de determinadas
caracteristicas, como a presenca de menor conteudo de colageno e células musculares
lisas, que estdo presentes em lesdes mais vulneraveis a formag¢do de trombos. Além
disso, este isomero promoveu o desenvolvimento de um maior niimero de focos de
lesdes na aorta, exercendo um efeito pro-aterogénico acentuado. J& o 9cl1t-CLA

impediu o desenvolvimento da aterosclerose (ARBONES-MAINAR et al., 2006).

KRITCHEVSKY et al. (2004) confirmaram o efeito das misturas isoméricas do
CLA em reduzir o desenvolvimento da aterosclerose experimental em coelhos e
verificaram que tanto o isémero 9¢,11t-CLA, como o 10t,12c-CLA, exercem efeitos

similares, com reducdes de 48 % a 62 % na gravidade das lesoes.

Quando comparado ao acido linoléico, cada isomero individual do CLA exerceu
efeitos protetores na aterosclerose, reduzindo substancialmente a freqiiéncia de lesdes
em hamsters; no entanto, este efeito ndo se correlacionou com modificagdes benéficas

no perfil das lipoproteinas plasmaticas (MITCHELL et al., 2005).

26



Artigo de Revisdo

Contudo, WILSON et al. (2006) estudando o acimulo de colesterol na aorta de
hamsters hipercolesterolémicos, verificaram a tendéncia do isomero 10t,12¢c-CLA em
aumentar o deposito de colesterol no arco aortico, enquanto o 9¢,11t-CLA e o acido
linoléico reduziram o acumulo de colesterol. Diminuir a deposicdo de colesterol na

aorta pode contribuir para a redu¢do do desenvolvimento da aterosclerose.

5.3 Isomeros do CLA e regressdo da aterosclerose

O primeiro relato de regressdo substancial de lesdes ateroscleroticas, atribuida
exclusivamente a dieta, foi feita por KRITCHEVSKY et al. (2000). Eles demonstraram
que apos o estabelecimento da aterosclerose em coelhos, a isen¢ao de colesterol da dieta
e a suplementacdo com 1 % de CLA levava a redugdao de 31 % das lesdes no arco

aortico e de 30 % na aorta toracica.

Em 2006, TOOMEY et al. relataram a regressao quase completa da aterosclerose
em camundongos apoE -/- que receberam dietas suplementadas com 1 % de CLA. Este
estudo utilizou misturas dos principais isomeros do CLA e, embora tenha utilizado uma
maior propor¢do (80 %) de 9c,11t-CLA, ndo esclareceram a contribuicdo de cada

isomero, individualmente, na regressao das lesdes aterosclerdticas.

Ainda existem poucos estudos sobre a a¢do de isdmeros especificos do CLA na
regressdo da aterosclerose. Além disto, os efeitos até hoje descritos sdo varidveis de
acordo com as espécies estudadas. Apesar dos relatos sobre a atuagdo de isdmeros
especificos do CLA no desenvolvimento da aterosclerose em hamsters, do nosso
conhecimento, nenhum estudo at¢ o momento foi capaz de confirmar a acdo destes
isomeros na regressao da aterosclerose neste modelo animal. Além disto, os estudos que
demonstraram tal efeito restringem-se aqueles que utilizam coelhos ou camundongos

apoE -/- como modelo experimental.

No estudo de KRITCHEVSKY et al. (2004), os isomeros 9¢,11t-CLA e 10t,12c-
CLA promoveram 59 % e 65 %, respectivamente, de regressdao de lesdes pré-
estabelecidas na aorta. Os resultados demonstraram que, em coelhos ¢ no nivel de
suplementagdo de 1 % da dieta, os efeitos dos dois principais isdmeros do CLA foram

similares na regressao da aterosclerose.

Além de retardar a forma¢do de novas lesdes, a administragao de 9¢,11t-CLA
(1 %) em camundongos apoE -/- induziu significativamente a regressao de lesdes pré-

estabelecidas na aorta (TOOMEY et al., 2003). J4 em camundongos apoE -/- diabéticos,
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a suplementacdo com 0,9 % de 9c,11t-CLA nao foi capaz de reduzir a gravidade das
lesdes (NESTEL et al., 2006). Outros processos patologicos podem afetar a progressao
das placas ateroscleroticas (ARBONES-MAINAR et al., 2006) e, nestas condicdes,
pode ser necessario um nivel de suplementacdo mais elevado para obtencdo de

resultados semelhantes na regressao da aterosclerose.

5.4 Mecanismos bioquimicos provaveis

Virias hipoteses tém sido testadas para determinar os mecanismos pelos quais 0s
isomeros do CLA podem alterar a progressao da aterosclerose. No entanto, algumas
proposicdes sdo insuficientes para explicar os efeitos multiplos e complexos do CLA na
homeostase vascular (ARBONES-MAINAR et al., 2006). Talvez, a dificuldade em
propor um mecanismo unico seja devido aos efeitos diferentes produzidos pelos seus
principais isomeros, ¢ a falta de dados que comprovem algum efeito sinérgico ou

antagonico entre eles.

Durante algum tempo, acreditou-se que a agao antiaterogénica do CLA fosse
devido ao seu papel como agente antioxidante. No entanto, cada vez mais estudos vém
confirmando que o CLA ndo possui esta habilidade (FLINTOFF-DYE e OMAYE,
2005), apesar de alguns autores afirmarem o contrario (YU, 1991; YU et al., 2002a).

Os mecanismos de acdo do CLA ainda sdo passiveis de muitas discussoes e
pesquisas, no entanto também nao parecem envolver modificagdes no perfil de
lipoproteinas plasmadticas e efeitos na peroxidacdo lipidica. Fundamentalmente, estes
efeitos dos isomeros do CLA tém sido associados a sua agdo anti-inflamatéria (YU et
al., 2002b; MULLER et al., 2005), que esta relacionada com o papel regulatério destes

compostos na expressao de determinados genes (UAUY et al., 2000).

Alguns dos mecanismos moleculares envolvidos na atividade antiaterogénica do
CLA tém sido relatados; tais como a redugdo da sintese de eicosanoides (IWAKIRI et
al., 2002) e a ativagdo de PPARa (MOYA-CAMARENA et al., 1999; TOOMEY et al.,
2006) e de PPARy (SCHLESER et al., 2006; TOOMEY et al., 2006), fatores de
transcri¢do que induzem a diminui¢do da expressdo de citocinas pro-inflamatorias, por

exercerem acgoes antagdnicas ao NF-kB (CHENG et al., 2004).

A superprodugdo de certos eicosandides, como as PGE,, derivadas do acido
araquidonico, estd associada com distirbios na homeostase vascular (GERRITSEN,

1996). A inibi¢do da sintese desta prostaglandina pelo CLA envolve a reducdo da
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conversao de acido araquidonico a PGE,, mediada principalmente pela supressdo da

transcri¢ao da COX-2 (IWAKIRI et al., 2002).

O promotor da COX-2 contém vdarios elementos de resposta, incluindo uma
proteina de ligacdo ao NF-kB, e sua expressdo ¢ induzida nos sitios de inflamagdo em
resposta a citocinas e fatores de crescimento (von KNETHEN et al., 1999). Contudo,
segundo TOOMEY et al. (2003), a inibi¢do seletiva da COX-1, mas ndo da COX-2,
pelo CLA inibe o desenvolvimento da aterosclerose, mas nao tem efeito na regressao de

lesdes pré-estabelecidas.

Em outro estudo, apds a suplementacdo com CLA houve aumento da expressao
de PPARa e de PPARy na aorta, entretanto, os CLA ndo inibiram a geragdo de
prostaglandinas mediada pelas COX (TOOMEY et al., 2006).

J& no estudo de YU et al. (2002b), o CLA diminuiu a expressdo de COX-2,
iNOS e TNFa e, conseqiientemente, a producdo de PGE,, TNFa e 6xido nitrico em
c¢lulas RAW (RAW264.7 mouse macrophage cells) tratadas com INFy. Além disto,
outras citocinas proé-inflamatoérias como as interleucinas IL-1p e IL-6 tiveram sua

expressao reduzida apds o tratamento com CLA.

A indugdo do NF-kB ¢ uma etapa critica para a expressdo de moléculas de
adesdo ¢ de outros marcadores inflamatérios (COLLINS et al., 1995). Sua atividade ¢
regulada negativamente pelo PPARY, desta forma, os ligantes deste receptor exercem
seus efeitos anti-inflamatorios reduzindo a expressao de moléculas de adesdo, a adesao

de mondcitos e a liberagao de citocinas (DUVAL et al., 2002).

Os é4cidos graxos de cadeia longa, incluindo o 4cido linoléico e o 4cido
araquidonico, sdo conhecidos ligantes e ativadores dos PPAR (KLIEWER et al., 1997),
e os isomeros do CLA compartilham com esses acidos graxos esta similaridade

funcional (MOYA-CAMARENA et al., 1999; YU et al., 2002b).

De acordo com SNEDDON et al. (2006), o PAF desempenha um papel central
na adesdo de mondcitos ao endotélio. Estes autores demonstraram que a agdo anti-
inflamatéria do CLA, representada pela supressao da interagdao entre os mondcitos e as
células endoteliais, ¢ mediada através da menor presenca de fosfolipidios pro-
inflamatoérios, como o PAF, nas membranas das células endoteliais. Neste estudo, o
CLA inibiu a ligacdo dos monocitos as células endoteliais em 40 %, sendo que o
isomero 10t,12c-CLA suprimiu a adesdo entre estas células em uma resposta dose-

dependente.

29



Artigo de Revisdo

Ao contrario, outro estudo demonstrou que o tratamento com isomeros do CLA
em células HAEC (human aortic endothelial cells) nao modulou a expressido induzida
por citocinas, de ICAM-1, VCAM-1 e selectina-E, bem como a adesdo de mondcitos
U937 e a secrecdo de MCP-1. Além disto, os isomeros do CLA aumentaram a atividade
do PPARY, mas ndo alteraram a atividade de ligacdo ao NF-kB neste modelo celular de

experimentacdo (SCHLESER et al., 2006).

5.5 Os isomeros do CLA podem ser considerados agentes antiaterogénicos?

Os estudos que utilizaram isdmeros isolados do CLA (Quadro 5.1) podem
explicar algumas das discrepancias encontradas na literatura, visto que aqueles estudos
que utilizaram misturas de isomeros, nao elucidaram qual destas moléculas foi

responsavel pelos efeitos observados na aterosclerose.

Os principais isomeros do CLA tém sido relacionados com modificagdes
benéficas no desenvolvimento da aterosclerose, entretanto, algumas observagdes
relatadas nos estudos experimentais ainda sao controvertidas. Além disto, a quantidade
de CLA necessaria para impedir a aterogénese e suprimir estrias gordurosas na aorta,
talvez seja variavel em fungdo das espécies estudadas e da concentracdo de colesterol

das dietas (KRITCHEVSKY et al., 2004).

Um aspecto importante ¢ que diversas metodologias tém sido empregadas para
avaliar as lesOes ateroscleroticas na aorta, incluindo a classificagao visual das lesoes, a
coloragdo dos lipidios en face e a morfometria de se¢des histologicas da aorta, o que

dificulta a comparagdo entre os estudos.

No caso de estudos com seres humanos, além das questdes éticas envolvidas,
existe também a dificuldade técnica em se avaliar o desenvolvimento da aterosclerose,
tendo como parametro somente as analises bioquimicas. Outro fator a ser considerado ¢
que a quantidade de CLA disponivel na alimenta¢do humana estd normalmente muito

aquém dos niveis de suplementacdo utilizados nos estudos experimentais com animais.

Apesar dos avangos alcangados nos tultimos anos em relagdo ao papel dos
principais isomeros do CLA na patogénese e no tratamento da aterosclerose, ainda
existem muitas pesquisas a serem desenvolvidas para se avaliar os resultados em longo
prazo e estabelecer niveis seguros de suplementagdo para seres humanos. Desta forma,
ainda ndo ¢ possivel afirmar que os isomeros do CLA sejam antiaterogénicos ou mesmo

que, ao contrario de muitas evidéncias até hoje encontradas, sejam agentes aterogénicos.
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Deve-se ter bastante cuidado ao se recomendar o uso de determinado composto
ou substancia. As evidéncias experimentais sdo pouco conclusivas em se tratando dos
mecanismos moleculares € ndo existe uma padronizagdo de protocolo para que haja
correlacdo. Além disso, os modelos estudos nem sempre sdo passiveis de comparagdo

com os seres humanos em relagdo a formagao e evolugdo das lesoes.
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Quadro 5.1 — Efeitos dos isomeros do CLA na aterosclerose experimental.

Parametro de

Periodo de

Modelos animais Objetivo avaliacdo suplementacdio Tipo de CLA Resultados Referéncias
9¢,11t-CLA retardou o
Camundongos apoE -/- Regressdo da Area das segdes da aorta 16 semanas 1 % 9c,11t-CLA; . des;nvolvlmenfo ¢ TOOMEY et al
aterosclerose induziu a regressao das 2003.
lesdes na aorta.
9¢,11t-CLA impediu e .
Desenvolvimento da ( ~ Quantidades equivalentes 10t,12c-CLA promoveu ARBONES-
Camundongos apoE -/- Area das segdes da aorta 12 semanas . o . MAINAR et al,
aterosclerose dos 2 isdmeros (£ 0,85 %) o desenvolvimento da 2006
aterosclerose. )
. 0O 9¢,11t-CLA ndo
Camun(.lon’g(?s apok /- Desenvolvimento da Meétodo en face 20 semanas 0,9 % 9c¢,11t-CLA reduziu a gravidade das NESTEL et al,
diabéticos aterosclerose ~ 2006
lesdes na aorta.
N . N Regressao quase
Regressao da Area das segoes da 1% CLA (80 % 9c,11t-CLA o TOOMEY et al,
Camundongos apoE -/- aterosclerose aorta/ método en face 16 semanas e 20 % 10t,12¢c-CLA) comp letlaeggeio %) das 2006.
Estudo dseerpilr;)f;:ssao: 12 Efeitos iguais dos
Avaliar progressao e 0,5 % 9¢,11t-CLA; isdmeros em inibir a
Coelhos regressdo da Escala visual (0-4) . 0,5 % 10t,12¢-CLA; evolugdo e em KRITCHEVSKY
(New Zealand) Estudo de regressao: 12 o A o o et al, 2004.
aterosclerose semanas 0,5 % Mistura de isOmeros promover a regressao
da aterosclerose.
Efeitos iguais dos
0 _ .
Hamsters Desenvolvimento da . . g % 9¢,11t-CLA; isdmeros com menor MITCHELL et al.,
. Area das se¢Oes da aorta 12 semanas 1 % 10t,12¢c-CLA ou - .
(Syrian Golden) aterosclerose 0/ A1 1. formacgéo de estrias 2005.
1 % 4acido linolé¢ico *
gordurosas.
Hamsters , ~ ~ .
. Actmulo de colesterol Concentragdo de o Atenuagdo de sinais de VALEILLE et al.,
(Syrian Golden) na aorta colesterol na aorta 12 semanas 0,37 % 9¢,11t-CLA aterosclerose precoce 2005.
9¢,11t-CLA e acido
0 ) ) SO .
Hamsters Acumulo de colesterol Concentragdo de 12 semanas 0 (5)’05/ /i]OgtciIZtl':t- glbf’ou 1})1?(1)1262_08&123%; WILSON et al.,
(Syrian Golden) na aorta colesterol na aorta P ’ 2006.

0,5 % acido linoléico

o acumulo de colesterol

na aorta *

* Diferenga ndo significante.
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6 ARTIGO ORIGINAL 1

Vitamina E, mas ndo o 104,12¢c-CLA, reduz a progressiao da

aterosclerose em camundongos LDLR -/- com lesiao pré-estabelecida

Resumo

Introducgdo: Evidéncias comprovam a ocorréncia de reagdes inflamatorias e oxidativas
na aterosclerose. O acido linoléico conjugado, um conjunto de isdmeros geométricos e
de posicdo do acido octadecadiendico, tem sido relacionado com a reducdo da
progressdo da aterosclerose, devido a sua acdo antiinflamatéria. Por outro lado, a acdo
antioxidante da vitamina E também tem revelado efeitos benéficos importantes na
aterosclerose. Objetivo: Avaliar os efeitos da suplementagdo com CLA e/ou com
vitamina E na progressdo da aterosclerose experimental. Materiais e métodos:
Camundongos LDLR -/- foram alimentados com dieta semipurificada ou aterogénica,
durante seis semanas. Apds este periodo, um grupo sofreu eutanasia para constatagao do
desenvolvimento da aterosclerose e os outros animais foram alimentados por oito
semanas com dieta semipurificada suplementada com 1 % de vitamina E, 1 % de
10t,12¢c-CLA ou com 1 % de vitamina E + 1 % de 10t,12¢c-CLA. Foram avaliados a area
total da lesdo aterosclerdtica e o percentual de obstru¢do da aorta, além de pardmetros
relacionados ao metabolismo do colesterol e do a-tocoferol. Resultados: A utilizagao
isolada do isomero 10t,12c-CLA ndo impediu o desenvolvimento de lesdes
ateroscleroticas na aorta. No entanto, a suplementacdo dietética com vitamina E, assim
como a associa¢do de vitamina E e 10t,12¢c-CLA, reduziram significantemente a area
total da lesdo e o percentual de obstrucdo da aorta. Conclusdo: Os resultados
demonstraram que, em camundongos LDLR -/-, a suplementacdo da vitamina E
isoladamente ou em associagdo com o isomero 10t,12c-CLA reduz a progressdo de

lesdes ateroscleroticas pré-estabelecidas na aorta.

Palavras-chave: acido linoléico conjugado, a-tocoferol, aterosclerose, camundongos

LDLR-/-
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6.1 Introducdo

Nos paises em desenvolvimento, incluindo o Brasil, as doengas cardiovasculares
secundarias a aterosclerose tém elevado substancialmente as taxas de morbidade e
mortalidade. A aterosclerose ¢ uma doenga inflamatdria cronica de origem multifatorial
que ocorre em resposta a agressdo endotelial (DEPARTAMENTO DE
ATEROSCLEROSE DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2007).

Dentre os varios fatores envolvidos no seu desenvolvimento, destaca-se a
ocorréncia de reagdes inflamatorias (HANSSON, 2005) e oxidativas (STOCKER e
KEANEY JR, 2003). Algumas medidas empregadas na prevengdo da aterosclerose
incluem a utilizacdo de compostos da dieta com propriedades especificas, que visam

minimizar o impacto destas reacdes no seu desenvolvimento.

Neste sentido, os lipidios e os compostos antioxidantes da dieta tém sido
importantes objetos de pesquisa em satde e nutricdo; existindo um grande interesse nos
potenciais efeitos benéficos destes compostos, especialmente na prevengdo € no

tratamento das doengas cardiovasculares.

Acido linoléico conjugado (CLA) é o termo que engloba todos os isdmeros
geométricos e de posi¢do do acido octadecadiendico (PARIZA ¢ HARGREAVES,
1985; PARODI, 1999).

Estes acidos graxos tém sido relacionados com a diminui¢do da extensdo da
aterosclerose em diversos modelos animais (KRITCHEVSKY et al., 2004; MITCHELL
et al., 2005; TOOMEY et al., 2006). Fundamentalmente, os efeitos dos isdmeros do
CLA na aterosclerose tém sido atribuidos a sua agao anti-inflamatéria (YU et al., 2002;
MULLER et al., 2005), apesar de os mecanismos envolvidos nestas a¢des ainda serem

desconhecidos.

Por outro lado, estratégias utilizadas no tratamento experimental da aterosclerose
compreendem a utilizagdo de suplementos de vitaminas antioxidantes, como a vitamina
E. Esta vitamina também estd relacionada a reducdo do desenvolvimento da
aterosclerose em animais experimentais (PELUZIO et al., 2003; CYRUS et al., 2003;
OTERO et al., 2005).
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Evidéncias de estudos in vivo (ROSENBLAT e AVIRAM, 2002) e in vitro
(ARROL et al., 2000) indicam que a vitamina E exerce seu papel antiaterogénico por

incorporar-se as particulas de LDL, tornando-as menos suscetiveis a oxidacao.

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos individuais e associados do isdmero
10t,12c-CLA e da vitamina E na aterosclerose induzida por dieta hiperlipidica e

colesterol, em um modelo para hipercolesterolemia familiar humana.

6.2 Materiais e Métodos
6.2.1 Animais e dietas

Foram utilizados 77 camundongos LDLR -/-, machos e fémeas, com seis
semanas de vida, procedentes do biotério do Laboratorio de Bioquimica Nutricional, do
Departamento de Bioquimica e Imunologia, da Universidade Federal de Minas Gerais

(UFMG).

Os animais foram mantidos em gaiolas individuais de aco inoxidavel, em
ambiente com temperatura controlada (21 °C + 1 °C) e fotoperiodo de 12 horas. Durante
todo o periodo experimental, os animais receberam agua e dieta ad libitum. Também

foram monitorados o consumo alimentar e o ganho de peso.

O ensaio biologico foi realizado em duas etapas e teve duracao total de 14

Ss€manas.

Na fase de inducdo da aterogénese, os animais foram alimentados com dieta
controle (semipurificada) ou com dieta de indu¢do (aterogénica), durante seis semanas
(Tabelas 6.1 ¢ 6.2). Ao final deste periodo, um grupo (grupo ATI; n = 10) sofreu

eutanasia para avaliagdo do grau de desenvolvimento da aterosclerose.

Na fase de tratamento os animais do grupo controle continuaram recebendo
dieta semipurificada e os animais que receberam dieta aterogénica foram divididos em

outros cinco grupos:
1 — Grupo AT2: dieta aterogénica;
2 — Grupo CLA: dieta semipurificada + 1% de 10t,12c-CLA;
3 — Grupo TOC: dieta semipurificada + 1% de acetato de vitamina E;

4 — Grupo CLA/TOC: dieta semipurificada + 1% de 10t,12c-CLA + 1% de

acetato de vitamina E;
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5 — Grupo AT/SP: dieta semipurificada.

As capsulas de CLA foram gentilmente cedidas pela empresa Rainha

Laboratério Nutracéutico Ltda. e continham, em média, 62,70 + 2,60 mg de 10t,12c-

CLA/100 mg de 6leo.

Tabela 6.1 — Composi¢ao da dieta controle (semipurificada).

Ingredientes

Amido de milho
Caseina

Celulose

Oleo de soja
Mistura vitaminica
Mistura mineral

Fonte: AOAC (1989).

Tabela 6.2 — Composicao da dieta de indugao (aterogénica).

Ingredientes %
Sacarose 55
Caseina 20
Celulose 1
Oleo de soja 1
Colesterol 1
Gordura vegetal hidrogenada 15
Mistura vitaminica 1
Mistura mineral 5
Bitartarato de colina 1

Fonte: AOAC (1989).

As fezes foram coletadas no inicio e no final de ambas as etapas do experimento

e armazenadas a — 20 °C até analise.

Ao término do periodo experimental, os animais foram colocados em jejum por

12 horas e sofreram eutanasia.

Os coragdes foram retirados em bloco, com a raiz da aorta, perfundidos em

solugdo salina fisiologica e, em seguida, fixados em solu¢dao de formol em PBS (10%).

O sangue foi coletado por pung¢do na aorta abdominal e centrifugado a 3500 rpm,

por 10 minutos, para obtengdo do soro. O soro foi congelado em nitrogénio liquido e

mantido a — 80 °C, até analise.
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Este trabalho foi realizado segundo as normas do Colégio Brasileiro de

Experimentacdo Animal — COBEA (1991).

6.2.2 Concentragdo dos lipidios séricos

O colesterol total foi quantificado por método enzimatico (ALLAIN et al., 1974)
e sua concentragdo sérica foi determinada a partir da absorbancia do padrao de

colesterol (200 mg/dL).

A concentragdo de triacilglicerois foi determinada enzimaticamente por Kit
bioquimico, sendo que os valores encontrados foram divididos por quatro, para
obtengdo das concentracoes da fragdo VLDL. A fragdo HDL foi obtida por
determinagdo direta (WARNICK et al., 2001) e a fragdo LDL, por diferenca entre as
concentragoes de colesterol total e as de HDL e VLDL.

Foram utilizados kits comerciais (Bioclin®, Brasil), gentilmente cedidos pela

empresa Quibasa Quimica Basica Ltda.

6.2.3 Concentragao do colesterol hepdtico e fecal

A dosagem de colesterol hepatico e fecal foi feita a partir dos seus respectivos

extratos lipidicos retomados em 1,5 mL de alcool isopropilico.

As concentragdes de colesterol foram determinadas enzimaticamente, utilizando

kit comercial (Bioclin®, Brasil).

6.2.4 Determinacgdo do a-tocoferol

A extragdo do a-tocoferol das amostras de figado e fezes foi realizada pelo
método de UEDA e IGARASHI (1990). A determinacdo da concentracdo de a-tocoferol
foi feita por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), com detector
espectrofotométrico UV-visivel de arranjo de diodos (Shimadzu), utilizando a coluna
Lichrospher, RP-18 (4,0 x 250 mm, 5 pum). A fase movel consistiu de uma solucado de
acetonitrila, metanol e hexano na proporcao de 3:95:2, com fluxo de 1 mL/minuto e
tempo total de corrida de 10 minutos. O comprimento de onda no detector, 295 nm, foi

o correspondente a absorbancia maxima do a-tocoferol.
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O padrao vitaminico foi preparado dissolvendo-se 10 mg de a-tocoferol (Sigma-
Aldrich®, EUA) em etanol a 96%, resultando em uma solugdo estoque com
concentragdo de 10 pg/mL. Procedeu-se a varredura para confirmagdo do espectro de
absor¢do da solu¢do padrdo na faixa ultravioleta, utilizando os comprimentos de onda
de 190 a 350 nm. O célculo da concentragdo real da solucao padrdo foi feito utilizando-

se o coeficiente de absortividade molar (E1%1cm) = 70,8.

6.2.5 Andlise morfométrica

Foram utilizados cinco animais de cada grupo experimental, escolhidos ao
acaso. O coracao foi separado da aorta tordcica e abdominal, fixado em formol
tamponado 10% e processado para inclusdo em parafina. Foram feitos cortes
consecutivos de 10 pm de espessura na regido da valvula aodrtica e montadas de seis a
oito laminas por animal, contendo em média 25 se¢des de aorta em cada lamina. As

laminas foram codificadas e coradas por hematoxilina e eosina (H/E).

O tamanho da lesdo aterosclerotica e a avaliacdo do percentual de obstrug¢do da
aorta foram avaliados em dez cortes, tomando sempre como referéncia a presenca da

valvula aortica.

A partir da identificagdo da valvula aortica, um corte foi selecionado a cada 30
um, de acordo com a técnica de PAIGEN et al. (1987), modificada por PORTUGAL et
al. (2004).

O célculo do tamanho da lesdo aterosclerotica de cada animal foi feito pela soma
das areas dos dez cortes selecionados. O percentual de obstrugdo da aorta foi calculado

pela formula: [() areas das lesdes / ) areas da aorta) x 100].

A captura das imagens foi feita em microscopio Olympus, acoplado a video-
camera (Objetivas: 4x e 20x / Bin = 1). Para medida das areas das secdes da aorta

utilizou-se o software Image Pro Plus”, verséo 4.5.

6.2.6 Analise Estatistica

Foi utilizado o software SigmaStat®, versdo 3.0 para a analise estatistica. O teste
de normalidade utilizado foi o de Kolmogorov-Smirnov. Para as comparagdes entre trés
ou mais grupos independentes, foi utilizada a analise de varidncia (ANOVA),

complementada pelo teste de comparacdes multiplas de Tukey.
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Na analise morfométrica, além dos testes citados, foi utilizado o teste t, para
comparacdo entre dois grupos independentes e o teste t pareado, para avaliacdo da

evolucdo das lesdes entre os grupos AT1 e AT2.

O nivel de significancia utilizado foi de 95 %, com o valor de p < 0,05. Os

resultados foram expressos como média + desvio-padrao.

6.3 Resultados e Discussdo
6.3.1 Peso dos animais

A maior concentragdo de lipidios na dieta aterogénica e a suplementagao
dietética com CLA e/ou com vitamina E ndo interferiram no ganho ponderal dos

animais (Tabela 6.3).

Os estudos com modelos para aterosclerose também ndo tém encontrado
modificacdes na evolugdo do ganho de peso, decorrentes do consumo das dietas
experimentais (KOGA et al., 2004; WILSON et al., 2006). Ao contrario, VALEILLE et
al. (2005) observaram que os animais que consumiram dietas com alto teor de gordura,
reduziram o consumo alimentar em fun¢do da densidade energética da dieta, mantendo,

desta forma, pesos semelhantes aos animais que consumiram dietas normolipidicas.

6.3.2 Colesterol

Na Tabela 6.3 tém-se o perfil de lipidios séricos dos grupos controles (CT e

AT?2) e experimentais (CLA, TOC e CLA/TOC).

Os tratamentos com CLA ¢ com vitamina E ndo interferiram nas concentragdes
séricas de triacilglicerois e das fragoes HDL e VLDL. A adi¢ao de vitamina E as dietas
resultou no desenvolvimento de um perfil de lipidios séricos considerado menos
aterogénico, com menores concentragdes de colesterol total e de LDL, embora nao
tenha apresentado diferencas estatisticamente significantes em relagdo aos demais

grupos.

Alguns estudos demonstraram que, quando comparada ao consumo de dieta
aterogénica, a suplementagcdo com vitamina E também ndo reduz significantemente os
niveis séricos de colesterol total e de triacilglicer6is (CYRUS et al., 2003; PELUZIO et
al., 2003; HASTY et al, 2007), uma vez que a concentracao de gordura saturada nestas
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dietas ¢ elevada. Portanto, sendo este um reflexo direto da quantidade de lipidios da

dieta.

As concentracdes séricas de colesterol total, LDL, VLDL e triacilglicer6is foram
maiores (p<0,05) no grupo que consumiu dieta aterogénica em relacdo a todos os outros
grupos, exceto o grupo CLA, no qual também foram verificadas concentragdes elevadas

de colesterol total e de LDL.

A suplementagdo com CLA nao foi efetiva em melhorar o perfil dos lipidios
séricos. No entanto, os niveis de colesterol deste grupo foram um pouco menores que os
do grupo AT2; ao contrario do observado no estudo de ARBONES-MAINAR et al.
(2006), no qual o consumo de 10t,12c-CLA aumentou as concentragdes séricas de
triacilglicerdis, de colesterol total e de HDL em relacdo ao grupo que consumiu somente
dieta aterogénica. A diferenca entre os resultados se deve em parte, ao modelo
experimental, considerando que no estudo de ARBONES-MAINAR et al. (2006) foram
utilizados animais knockout para Apo-E, o que efetivamente contribuiu para alteragdo
na sintese das lipoproteinas. J4 o modelo por nds utilizado, pressupde um efeito
diferente nas alteragdes do perfil lipidico, num primeiro momento, vinculado a

concentragdo da gordura na dieta e, posteriormente a sua captagdo pelos tecidos.
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Tabela 6.3 — Peso corporal (g) e perfil de lipidios séricos (mg/dL) dos animais dos grupos controles e experimentais.

GRUPOS
CT AT2 CLA TOC CLA/TOC AT/SP

(n=10) (n=11) (n=13) (n=13) (n=10) (n=10)
Peso inicial (g) 142+ 1,1 14,7+ 2,1 13,7+1,7 149+1,5 14,0+£23 143+1,5
Peso final (g) 237+23 23,1+ 1,4 229+2.5 24.5+2.4 23.8+42 235+38
Colesterol total 329442600 963,4+4358 571,8+120,5 2664+12,7 264,0+57,6  3344+433
LDL 24224225 771,9+423,7 4650+110,7 157,6+155  162,6+322" 199,3+31,9"
VLDL 22,1+53" 130,1£25,5 312+15,5 31,5+5,8 40,9 + 25,8 50,9 + 14,2
HDL 65,1 +6,1" 61,4 +4,1" 753+1,9 77,6 £5,9 60,5 + 5,5 84,1+7,6

Triacilgliceréis 88.4+213  5204+101,9 1249+61,9° 126,1+233" 163,8+103,3 203,8+56,8

Grupo CT - dieta semipurificada / Grupo AT2 — dieta aterogénica/ Grupo CLA — dieta semipurificada + 1% de 10t,12c-CLA/ Grupo TOC — dieta semipurificada + 1% de acetato
de vitamina E/ Grupo CLA/TOC - dieta semipurificada + 1% de 10t,12c-CLA + 1% de acetato de vitamina E/ Grupo AT/SP — dieta aterogénica (fase de inducdo) e dieta
semipurificada (fase de tratamento).

Valores apresentados como média + desvio-padrao.

Analise de variancia (ANOVA), complementada pelo teste de comparagdes multiplas de Tukey.

[*] p<0,05 vs. grupo AT2

[#] p<0,05 vs. grupo AT/SP

[T] p<0,05 vs. grupo TOC
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A concentragdo de colesterol hepatico dos diferentes grupos avaliados variou em
termos absolutos, no entanto, nao foram verificadas diferencas estatisticamente

significantes entre os valores (Figura 6.1).

Outros estudos também verificaram resultados semelhantes aos nossos. Em
coelhos, as concentragdes hepaticas de colesterol, ap6s suplementacio com CLA
(KRITCHEVSKY et al., 2000) ou com os seus principais isdmeros de forma isolada
(KRITCHEVSKY et al., 2004), também foram semelhantes as encontradas no grupo
controle. A mesma observagao foi feita em camundongos apoE -/-, ap6s suplementagdo

com vitamina E (PELUZIO et al.; 2003).
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AT2 CLA TOC CLATOC ALSP

Figura 6.1 — Concentracao hepatica de colesterol dos grupos controles e experimentais.

Grupo CT - dieta semipurificada / Grupo AT2 — dieta aterogénica/ Grupo CLA — dieta semipurificada
+ 1% de 10t,12c-CLA/ Grupo TOC — dicta semipurificada + 1% de acetato de vitamina E/ Grupo
CLA/TOC - dieta semipurificada + 1% de 10t,12c-CLA + 1% de acetato de vitamina E/ Grupo AT/SP —
dieta aterogénica (fase de indugdo) e dieta semipurificada (fase de tratamento). Resultados expressos

como média = desvio-padrdo. As médias ndo diferiram pela analise de varidncia (ANOVA).

Em ambas as fases do periodo experimental, a excre¢do de colesterol nas fezes
foi maior (p<0,05) no grupo AT2 e refletiu o consumo de colesterol da dieta por este

grupo (Tabela 6.4).

Ainda em resposta a dieta consumida na primeira fase, no inicio da fase de
tratamento a excre¢do de colesterol foi maior nos grupos experimentais em relagdo ao
controle. No grupo TOC houve uma excre¢do, aproximadamente, duas vezes maior que

a dos demais grupos experimentais.
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Na etapa final da fase de tratamento, a excre¢do de colesterol pelo grupo TOC
foi menor que no inicio, mas ainda assim foi superior a excrecao observada no grupo

controle e nos demais grupos experimentais.

Este fato pode ter tido um papel importante na redugao do colesterol sérico nos
animais dos grupos TOC e CLA/TOC e, ndo necessariamente, relacionada ao efeito

antioxidante proprio da vitamina E.

Tabela 6.4 — Concentracdo de colesterol fecal (mg/g) dos grupos controles e

experimentais, nas fases de indugao (FI) e de tratamento (FT).

GRUPOS
CT AT2 CLA TOC CLA/TOC AT/SP
(n=10) (m=11) (n=13) (n=13) (n=10) (n=10)

FI*
Inicio 10,2+4.6 40,4 +10,7*
Final 16,6+156 41,8+11,9"
FT**
Inicio  4,9+1,9 41,6 12,6  132+6,57  32,1+11,9°  14,0+54" 17,5+ 8,1
Final 38+1,5 46,4 +9 3" 35+1,7 12,7+45" 48+33" 3,8+2,5"

Grupo CT — dieta semipurificada / Grupo AT2 — dieta aterogénica/ Grupo CLA — dieta semipurificada
+ 1% de 10t,12¢c-CLA/ Grupo TOC - dieta semipurificada + 1% de acetato de vitamina E/ Grupo
CLA/TOC - dieta semipurificada + 1% de 10t,12c-CLA + 1% de acetato de vitamina E/ Grupo AT/SP —
dieta aterogénica (FI) e dieta semipurificada (FT) / FI — fase de indugdo / FT — fase de tratamento.
Resultados expressos como média + desvio-padrdo. * Teste t; ** Analise de varidncia, complementada

pelo teste de comparagdes multiplas de Tukey. [#] p<0,05 vs. grupo CT; [T] p<0,05 vs. grupo TOC.

6.3.3 Concentragoes de a-tocoferol

O contetdo de vitamina E no figado aumenta linearmente em resposta ao
aumento da sua quantidade na dieta (BALL, 1998). As maiores concentracdes de o-
tocoferol hepatico no grupo TOC foram confirmadas pela andlise cromatografica
(Figura 6.2). O figado ¢ o principal local de armazenamento da vitamina E da dieta, o
que justifica os resultados encontrados. Contudo, foram observadas menores
concentragdes hepaticas de a-tocoferol no grupo CLA/TOC em relagdo ao grupo TOC,
o que pode ser devido a maior utilizagdo da vitamina, convertida para a protecdo dos
acidos graxos contra a oxidagdo, uma vez que uma das principais fungdes da vitamina E
¢ a sua capacidade antioxidante. Outro fato que contribui com esta suposi¢do ¢ a

excrecdo de a-tocoferol que ndo foi diferente entre estes dois grupos (Figura 6.3).
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Outros estudos também notaram maiores concentragdes hepaticas de a-tocoferol
nos grupos suplementados com vitamina E com maior protecdo contra oxidacao

(PELUZIO et al., 2003; OTERO et al., 2005).
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Figura 6.2 — Concentracdo de o-tocoferol hepatico dos grupos controles e
experimentais.

Grupo CT — dieta semipurificada / Grupo AT2 — dieta aterogénica/ Grupo CLA — dieta semipurificada
+ 1% de 10t,12c-CLA/ Grupo TOC - dieta semipurificada + 1% de acetato de vitamina E/ Grupo
CLA/TOC — dieta semipurificada + 1% de 10t,12c-CLA + 1% de acetato de vitamina E/ Grupo AT/SP —
dieta aterogénica (FI) e dieta semipurificada (FT). Resultados expressos como média + desvio-padrao.

Analise de variancia, complementada pelo teste de comparacdes multiplas de Tukey. [*] p<0,05 vs.

grupos CT, AT2, CLA e AT/SP.

De acordo com LOSOWSKY et al. (1972), existe uma relagdo inversamente
proporcional entre a quantidade ingerida e o percentual de absor¢ao da vitamina E. Este
fato foi confirmado pelas anélises das concentragdes fecais de a-tocoferol (Figura 6.3),
que revelaram diferengas significantes na excrecdo nos grupos que consumiram
vitamina E (TOC e CLA/TOC) em relagdo aos demais grupos, embora ndo tenham

apresentado diferengas entre si.

A vitamina E ¢ absorvida no intestino delgado e, juntamente, com os acidos
graxos livre, os 2-monoacilglicerdis e o colesterol, provenientes da dieta, sdo

incorporados nos quilomicrons.

Posteriormente, a vitamina presente nas particulas de quilomicrons
remanescentes, ¢ captada pelo figado, que a distribui para os demais tecidos através das
VLDL. O figado ndo armazena quantidades excessivas de vitamina E, desta forma, os

tocoferois absorvidos em excesso sao excretados na bile (KAYDEN e TRABER, 1993).

44



Resultados e Discussao

Assim, sua eliminac¢do na bile pode ter sido uma via adicional de excre¢do do excesso

de vitamina E absorvido.
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Figura 6.3 — Concentragdo fecal de a-tocoferol, nas fases de indugdo e de tratamento,
dos grupos controles e experimentais.

Grupo CT — dieta semipurificada / Grupo AT2 — dieta aterogénica/ Grupo CLA — dieta semipurificada
+ 1% de 10t,12¢c-CLA/ Grupo TOC - dieta semipurificada + 1% de acetato de vitamina E/ Grupo
CLA/TOC — dieta semipurificada + 1% de 10t,12c-CLA + 1% de acetato de vitamina E/ Grupo AT/SP —
dieta aterogénica (FI) e dieta semipurificada (FT) / FI — fase de indugdo / FT — fase de tratamento.

Resultados expressos como média + desvio-padrdo. Analise de varidncia, complementada pelo teste de

comparagdes multiplas de Tukey. [*] p<0,05 vs. grupos CT, AT, CLA e AT/SP.

6.3.4 Aterogénese

Observagdes histologicas da aorta antes da suplementagdo com CLA e/ou
vitamina E mostraram a formagao de lesdes nos animais experimentais. Como esperado,
o consumo de dieta semipurificada durante todo o periodo experimental (grupo CT) nao
impediu a formacao inicial de estrias gordurosas na aorta (Figuras 6.4, 6.5 e 6.6), fato

justificado pelas caracteristicas do modelo animal.

Os resultados encontrados por KOWALA et al. (2000) foram semelhantes aos
nossos. Estes autores observaram que, em camundongos LDLR -/- alimentados com
dieta controle, houve um pequeno deposito de lipidios no espaco subendotelial;
enquanto o consumo de dieta rica em colesterol, durante duas semanas, promoveu o

rapido acumulo de células espumosas na intima arterial.

Uma vez iniciada a formag¢dao da lesdo, somente a substituicdo da dieta
aterogénica por uma dieta normolipidica (grupo AT/SP) foi suficiente para reduzir a

progressdo, mas ndo para induzir a regressdo, da aterosclerose (Figuras 6.4, 6.5 e 6.7).
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A suplementacdo dietética com 10t-12c-CLA produziu efeitos semelhantes (Figuras
6.4, 6.5 e 6.8), e embora nao tenham sido estatisticamente significantes, estes resultados
sdo satisfatorios do ponto de vista bioldgico, reforcando que a redugdo da ingestdo de

colesterol e de gorduras saturadas tem efeitos benéficos na aterosclerose.

Apbs seis semanas de consumo de dieta aterogénica (grupo AT1), foi constatada
a presenga de xantoma. O consumo da dieta por mais oito semanas (grupo AT2)
produziu lesdes mais avangadas, caracterizadas pela presenga de centro necrotico,
proliferacdo de células musculares lisas, presenca macica de cristais de colesterol e de

células inflamatérias (Figura 6.7).

Além disto, a andlise das lesoes dos grupos AT2 e AT/SP revelou a presenca
macica de cristais de colesterol por toda a extensdo das placas, o que ndo foi observado
nos grupos experimentais, sugerindo que os tratamentos também foram capazes de
modificar caracteristicas morfoldgicas. No entanto, as modificagdes mais pronunciadas
foram observadas no grupo TOC, no qual se verificaram lesdes menos extensas, com

alteracOes degenerativas e necroticas de grau menos intenso.

Nos animais dos grupos TOC e CLA/TOC as lesdes foram menores, tendo uma
area total 72 % menor para o primeiro ¢ 76 % menor para o segundo grupo. Ja os
percentuais de obstrucdo da aorta foram, respectivamente, 52 % e 68 % menores para os

grupos TOC e CLA/TOC (Figuras 6.4 e 6.5).

Estes resultados foram semelhantes aos encontrados por CYRUS et al. (2003),
nos quais a suplementacdo com vitamina E, neste mesmo modelo animal, reduziu a
progressdo das lesdes ateroscleroticas. A efetividade da vitamina E foi vista tanto na

fase inicial da aterogé€nese como depois da doenca estabelecida.

HASTY et al. (2007) observaram uma tendéncia de reducdo da area das lesdes
ateroscleroticas em camundongos obesos LDLR -/- que consumiram vitamina E. Outros
autores identificaram também um efeito modesto da suplementa¢do com vitamina E, em
camundongos apoE -/-, em condigdes de deficiéncia pré-existente da vitamina

(SUARNA et al., 2006).

Os resultados obtidos estdo de acordo com estudos que utilizaram outros
modelos animais ¢ que demonstraram os beneficios da suplementa¢do com vitamina E
na diminuicdo da evolug¢do da aterosclerose pré-estabelecida (PELUZIO et al., 2003;

KOGA et al., 2004; OTERO et al., 2005). No entanto, os resultados de ensaios clinicos
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e epidemioldgicos sdo conflitantes quanto a suplementagdo de vitamina E em seres

humanos (BUIJSSE et al., 2005; CARRERO et al., 2005).

Os resultados das analises de colesterol sugerem que as diferengas no tamanho
das lesdes aterosclerdticas ndo estejam relacionadas com alteragdes nos niveis hepaticos
de colesterol. Entretanto, podem ter relacdo com o perfil de lipidios séricos ou com a
excrecao fecal de colesterol. Desta forma, a maior excre¢ao de colesterol observada no

grupo TOC pode ter contribuido para a redug@o da progressao da aterosclerose.

Por outro lado, no grupo CLA, as concentragdes elevadas de colesterol total e de
LDL podem ter favorecido o desenvolvimento das lesdes; j& que na promog¢do da
aterosclerose parece ser obrigatério um estado persistente de hipercolesterolemia, com

concentragdes de colesterol total superiores a 300 mg/dL (GETZ e REARDON, 2006).

Apesar da suplementagcdo isolada com 10t-12c-CLA ndo ter tido efeito na
redu¢do do desenvolvimento das lesdes, a sua associagdo com a vitamina E foi mais

eficiente que a vitamina E sozinha (resultados ndo significantes estatisticamente).

Os estudos que demonstraram os efeitos benéficos das misturas de isdmeros do
CLA ou dos seus principais isomeros individualmente, no desenvolvimento e na
regressao de lesdes aterosclerdticas precoces foram realizados com diferentes modelos
experimentais em relacdo ao nosso (MITCHELL et al., 2005; TOOMEY et al., 2006;
WILSON et al., 2006).

MUNDAY et al. (1999) demonstraram um aumento significante da formacao de
estrias gordurosas na aorta, em camundongos C57BL/6, ap6s o consumo de misturas
isoméricas de CLA. E, mais recentemente, o isomero 10t,12¢c-CLA foi relacionado com
a promogdo da aterogénese em camundongos apoE -/- (ARBONES-MAINAR et al.,
2006) e em hamsters (WILSON et al., 20006).

Em coelhos, tanto o isomero 9¢,11t-CLA como o 10t,12¢c-CLA tiveram efeitos
semelhantes na redugdo do desenvolvimento e na regressao de lesdes pré-estabelecidas

na aorta (KRITCHEVSKY et al., 2004).

Vale ressaltar que, além da quantidade de CLA e colesterol na dieta, o modelo
animal de experimenta¢do ¢ um determinante consideravel dos efeitos observados na
aterosclerose (KRITCHEVSKY et al., 2004). ROSELAAR et al. (1996) observaram
grandes diferencas nas caracteristicas morfométricas e morfoldgicas das lesdes
ateroscleroticas entre camundongos apoE -/- ¢ LDLR -/-, sendo que nos primeiros as

lesdes foram mais avancadas.
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Figura 6.4 — Avaliagdo morfométrica da maior lesdo aterosclerdtica de camundongos

LDLR -/-.

Os circulos representam medidas individuais (n = 5 para cada grupo) e os tragos representam as médias.
Grupo CT - dieta semipurificada / Grupo AT1 — dieta aterogénica (6 semanas) / Grupo AT2 — dieta
aterogénica (14 semanas) / Grupo CLA — dieta semipurificada + 1% de 10t,12c-CLA/ Grupo TOC —
dieta semipurificada + 1% de acetato de vitamina E/ Grupo CLA/TOC - dieta semipurificada + 1% de
10t,12¢c-CLA + 1% de acetato de vitamina E/ Grupo AT/SP — dieta aterogénica (fase de indugao) e dieta
semipurificada (fase de tratamento). [*] p<0,05; A — AT1 x AT2 (teste t pareado); B— CT x AT1 x AT2
x AT/SP (ANOVA/Tukey) e C — AT2 x CLA x TOC x CLA/TOC x AT/SP (ANOVA/Tukey).
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Figura 6.5 — Percentual de obstru¢ao da aorta de camundongos LDLR -/-.

Os circulos representam medidas individuais (n = 5 para cada grupo) e os tragos representam as médias.
Grupo CT - dieta semipurificada / Grupo AT1 — dieta aterogénica (6 semanas) / Grupo AT2 — dieta
aterogénica (14 semanas) / Grupo CLA — dieta semipurificada + 1% de 10t,12c-CLA/ Grupo TOC —
dieta semipurificada + 1% de acetato de vitamina E/ Grupo CLA/TOC - dieta semipurificada + 1% de
10t,12¢c-CLA + 1% de acetato de vitamina E/ Grupo AT/SP — dieta aterogénica (fase de indug@o) e dieta
semipurificada (fase de tratamento). [*] p<0,05; A — AT1 x AT2 (teste t pareado); B— CT x AT1 x AT2
x AT/SP (ANOVA/Tukey) e C — AT2 x CLA x TOC x CLA/TOC x AT/SP (ANOVA/Tukey).
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Figura 6.6 — Se¢des histoldgicas da aorta proximal de camundongos LDLR -/-.

Em A, aspecto histoloégico da aorta de camundongos alimentados com dieta semipurificada (CT),
mostrando deposicdo lipidica inicial (estrela). Em B, detalhe da estria gordurosa em fase inicial, com
inicio de deposi¢@o de células espumosas (seta curva). Observa-se endotélio integro (setas pequenas). Em
C, aspecto histologico da lesdo precoce de camundongos alimentados durante seis semanas com dieta
aterogénica (estrela). Em D (detalhe de C), observa-se a presenca de xantoma, com espessamento
localizado na camada intima, deposi¢do de células espumosas (setas curvas) e debris celulares (seta

pequena. (A e C: barra =100 um; B e D: barra = 20 um).
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Figura 6.7 — Secdes histologicas da aorta proximal de camundongos LDLR -/-.

Em A, lesdo aterosclerotica de camundongos alimentados com dieta aterogénica, apds quatorze semanas.
Em B (detalhe de A), verifica-se a presenca de xantoma, caracterizado por espessamento localizado na
intima, com deposi¢do de células espumosas (setas curvas). Observa-se migracdo de células musculares
lisas com inicio de formagdo de capa fibrosa (setas grossas), além da presenga de cristais de colesterol em
toda a extensdo do xantoma (setas pequenas). Em C, aspecto da lesdo de camundongo do grupo AT/SP.
Em D (detalhe de C), observa-se endotélio integro (setas grossas), presenga de cristais de colesterol (setas

pequenas) e acimulo de células espumosas (setas curvas). (A e C: barra = 100 um; B e D: barra = 20

pm).
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Figura 6.8 — Sec¢des histologicas da aorta proximal de camundongos LDLR -/-, apos

oito semanas de tratamento com CLA e/ou com vitamina E.

Em A, aspecto histologico da lesdo do grupo CLA. Em B, detalhe da lesdo, caracterizada por centro
lipidico (estrela) e pela presenca de nucleos de células inflamatorias no entorno e no interior da placa
(setas brancas). Observa-se endotélio preservado (seta pequena) e atividade proliferativa de células
musculares lisas (circulos brancos). Em C, aspecto histologico da aorta de animal do grupo TOC. No
detalhe (D), verifica-se lesdo menos extensa que a anterior, com alteragdes degenerativas e necroticas de
grau menos intenso, com presenca de células espumosas (setas curvas). Em E, aspecto da aorta de animal
do grupo CLA/TOC. No detalhe (E) observa-se a camada muscular lisa integra (circulo branco) e
endotélio preservado (seta grossa). Verifica-se a presenga de vacuolos lipidicos (setas pequenas) com

células espumosas (setas curvas). (A, C e E: barra = 100 pm; B, D e F: barra =20 pm).
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6.4 Conclusoes

Ao contrario dos resultados encontrados em estudos com outros modelos
animais para aterosclerose, o 10t,12c-CLA ndo reduziu a progressdo da aterosclerose

em camundongos LDLR -/-.

A suplementacdo da vitamina E isoladamente reduziu a progressao de lesdes
ateroscleroticas pré-estabelecidas na aorta. E quando associada ao 10t,12c-CLA, esta
reducdo foi maior em termos absolutos, apesar de ndo apresentar diferenca
estatisticamente significante. Vale ressaltar que este resultado ndo indica um potencial
sinérgico entre os compostos, mas sim uma relacdo com o perfil de lipidios séricos e

com a excrecao de colesterol.

Sugere-se que mais estudos sejam conduzidos nesta 4rea para avaliar se ha
algum efeito diferente do isdmero 9c,11t-CLA no desenvolvimento da aterosclerose

neste modelo experimental.
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7 ARTIGO ORIGINAL 1T

Perfil de acidos graxos teciduais nio ¢ alterado pelo consumo de

10£,12¢-CLA e de vitamina E em camundongos LDLR -/-

Resumeo:

Introducgdo: A utilizagdo de compostos antioxidantes pode proteger os acidos graxos
insaturados contra a oxidagdo, permitindo que eles desempenhem integralmente seus
papeis biologicos. E importante, por conseguinte, avaliar a incorporagdo tecidual,
especialmente dos 4cidos graxos ndo sintetizados pelo organismo, como por exemplo,
os acidos graxos essenciais e os isdmeros de configuragdo trans. Os diferentes efeitos
relatados a respeito dos CLA podem ser resultantes das interagdes dos seus isomeros
biologicamente ativos com diversas rotas metabolicas de sinaliza¢do. Objetivo: O
objetivo deste estudo foi verificar a incorporagdo tecidual do isdmero 10t,12c-CLA,
quando suplementado isoladamente ou em associagdo com a vitamina E. Materiais e
métodos: Camundongos LDLR -/- foram alimentados com dieta semipurificada ou
hiperlipidica, durante seis semanas. Apos este periodo, os animais foram alimentados
por oito semanas com dieta semipurificada suplementada com 1 % de vitamina E, 1 %
de 10t,12¢c-CLA ou com 1 % de vitamina E + 1 % de 10t,12¢c-CLA. Foram avaliados a
peroxidagdo dos lipidios hepaticos e o perfil de acidos graxos do figado, do tecido
adiposo peri-renal e do intestino delgado. Resultados: Houve maior formagao de
hidroperoxidos lipidicos nos figados dos animais do grupo TOC. A suplementagdo com
CLA ou com a associacdo de CLA com vitamina E promoveram maior estabilidade
oxidativa aos lipidios hepaticos. Os perfis de acidos graxos dos tecidos refletiram a
composi¢ao de acidos graxos das dietas. Entretanto, em nenhum dos tecidos analisados
foi possivel identificar a incorporagdo do 10t,12c-CLA. Conclusées: A utilizagao de
vitamina E em alta concentra¢do pode ter contribuido para o aumento da peroxidacao
dos lipidios hepaticos. Provavelmente, a ndo identificacdo do isdmero 10t,12c-CLA nos
tecidos analisados pode ser atribuida a sua metabolizacdo antes de ser captado pelos

tecidos.

Palavras-chave: 4cido linoléico conjugado, cromatografia gasosa, acidos graxos,

antioxidantes.
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7.1 Introducdo

Desde os primeiros relatos da associacdo dos acidos graxos trans com o
desenvolvimento das doencas cardiovasculares (WILLET et al., 1993), investigacdes
buscaram identificar as evidéncias clinicas e experimentais dos mecanismos que
justificam tais resultados epidemioldgicos (ALLISON et al., 1995; ASCHERIO et al.,
1994). No entanto, alguns estudos apresentaram efeitos positivos de isdmeros
especificos, particularmente os isomeros conjugados do acido linoléico, coletivamente

denominados CLA (LEE et al., 1994; NICOLOSI et al., 1997).

Os principais isomeros biologicamente ativos do CLA sdo o 9¢,11t-CLA ¢ o
10t,12¢c-CLA. O isémero 9¢,11t-CLA ¢é a forma natural mais abundante de CLA
(PARODI, 1977), enquanto o 10t,12c-CLA ¢ encontrado em quantidades menores nas
fontes naturais, mas em quantidades substanciais nas preparacdes comerciais

(BAUMAN e GRIINARI, 2001).

Os efeitos fisiologicos relatados sobre o CLA podem ser resultantes das
interagdes dos seus isdmeros biologicamente ativos com diversas rotas metabolicas de
sinalizacdo (DE LA FUENTE et al, 2006). Dai, a importancia de se avaliar a

incorporagao destes acidos graxos em tecidos especificos.

A separacdo, identificacdo e quantificacao dos isdmeros do CLA sao desafios
analiticos consideraveis, principalmente em produtos lacteos e em amostras biologicas

(DE LA FUENTE et al., 2006).

As técnicas cromatograficas de separagdo de acidos graxos evoluiram bastante
nos Gltimos anos. Entretanto, de acordo com SEPPANEN-LAAKSO et al. (2002), as
amostras lipidicas que contém misturas de isomeros geométricos e de posicao de
determinados 4cidos graxos sdo as principais causas da maioria dos problemas de
identificagdo, pela dificuldade de separagdo destes compostos. Na analise de 4cidos
graxos por cromatografia gasosa, as colunas capilares muito polares sdo capazes de

separar varios isomeros do CLA e do C18:1 (MOSSOBA, 2001).

Assim como os demais 4cidos graxos insaturados, os 4acidos linoléicos
conjugados também estdo sujeitos a oxidagdo. Desta forma, segundo BALL (1998), a
utilizagdo de compostos antioxidantes pode proteger estes acidos graxos contra a

oxidagdo, permitindo que desempenhem integralmente seu papel biologico.
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Os compostos com atividade de vitamina E, principalmente o a-tocoferol, sao
potentes antioxidantes das moléculas lipidicas (UPSTON et al., 1999). Neste sentido, o
a-tocoferol tem sido amplamente utilizado na tentativa de minimizar os efeitos
deletérios decorrentes da oxidacdo dos lipidios, particularmente, no desenvolvimento da

aterosclerose (JACHEC et al., 2003; van AALST et al., 2004; ZHAO et al., 2005).

O objetivo deste estudo foi verificar a incorporacao tecidual do isomero 10t,12c-

CLA, quando suplementado isoladamente ou em associacdo com a vitamina E.

7.2 Materiais e Métodos
7.2.1 Animais e Dietas

Foram utilizados camundongos LDLR -/-, modelos para hipercolesterolemia
familiar, procedentes do biotério do Laboratério de Bioquimica Nutricional (LABIN),
do Departamento de Bioquimica e Imunologia, da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG). Os animais foram mantidos em gaiolas individuais de ago inoxidavel,

em ambiente com temperatura controlada (21 °C + 1 °C) e fotoperiodo de 12 horas.

Os animais do grupo controle receberam dieta semipurificada e os animais dos

grupos experimentais foram divididos em quatro grupos:
» AT2: dieta hiperlipidica + 1 % de colesterol;
» CLA: dieta semipurificada + 1% de 10t,12c-CLA;
* TOC: dieta semipurificada + 1% de acetato de vitamina E;

* CLA/TOC: dieta semipurificada + 1% de 10t,12c-CLA + 1% de acetato de

vitamina E.

As capsulas de CLA foram gentilmente cedidas pela empresa Rainha
Laboratério Nutracéutico Ltda. e continham, em média, 62,70 + 2,60 mg de 10t,12c-
CLA/100 mg de 6leo.

O consumo das dietas foi monitorado diariamente e a evolugdo do peso,
semanalmente, para o calculo do coeficiente de eficacia alimentar (ABDULLAH e
OTHMAN, 2000). Durante todo o periodo experimental, os animais receberam agua e
dieta ad libitum, exceto no periodo de 12 horas anteriores a eutanasia, quando foram

colocados em jejum.
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O tecido adiposo peri-renal, o figado e o intestino delgado foram removidos,

lavados em PBS, congelados em nitrogénio liquido e mantidos a 80 °C negativos.

O trabalho seguiu as normas do Colégio Brasileiro de Experimenta¢do Animal —

COBEA (1991).

7.2.2 Avaliacdo da peroxidacdo lipidica

A medida do grau de peroxida¢do dos lipidios hepaticos foi realizada pelo

método FOX-2 (NOUROOZ-ZADEH et al., 1994).

7.2.3 Andlise dos lipidios
7.2.3.1 Extracgdo dos lipidios

Os lipidios dos 6rgdos, tecidos e dietas, foram extraidos pelo método de FOLCH
et al. (1957). Os extratos lipidicos foram esterificados para obtengdo dos ésteres
metilicos dos acidos graxos, utilizando o método CBA (Combined base- and acid-

catalyzed methylation method), descrito por YU et al. (2003).

7.2.3.2 Identificacdo dos ésteres metilicos dos dcidos graxos

A identificagdo dos ésteres metilicos dos 4acidos graxos foi realizada por
cromatografia gasosa, comparando-se os tempos de retencdo dos ésteres presentes nas
amostras com os dos padrdes: FAME mix (Supelco®, EUA), 10t,12¢c-CLA, 9c,11t-CLA
e 9t 11t-CLA (Matreya®, EUA). O 4cido tridecandico (Sigma—Aldrich®, EUA) foi

utilizado como padrao interno.

Utilizou-se cromatografo a gas GC-17A Shimadzu/Class GC, equipado com
detector de ionizagdo de chama e com coluna cromatografica de silica fundida SP-2560
(Biscyanopropil polysiloxane) de 100 m de comprimento e¢ 0,25 mm de diametro

interno.

As temperaturas do detector e do injetor foram iguais a 240 °C. A temperatura
da coluna variou da seguinte forma: inicio a 70 °C, permanecendo nesta temperatura por
4 minutos; aquecimento até 100 °C, a uma taxa de 5 °C por minuto; aquecimento até

175 °C, a uma taxa de 10 °C por minuto, permanecendo nesta temperatura por 20
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minutos; aquecimento até 225 °C, a uma taxa de 5 °C por minuto, permanecendo nesta

temperatura por 27,5 minutos. O tempo total da programacao foi de 75 minutos.

O gas de arraste foi o nitrogénio, com fluxo da coluna de 1,47 mL/minuto,
velocidade linear de 22,96 cm/segundo, split de 1:20, fluxo total de 35 mL/minuto e
pressdo da coluna de 257 Kpa.

7.2.4 Analise Estatistica

Foi utilizado o software SigmaStat”, versdo 3.0, para a analise estatistica. O teste
de normalidade empregado foi o de Kolmogorov-Smirnov. Para as comparagdes entre
trés ou mais grupos independentes, foi realizada a analise de variancia (ANOVA),
complementada pelo teste de comparagdes multiplas de Tukey e, quando os dados ndo
apresentaram distribuicdo normal, utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis, complementado

pelo teste de Dunn’s.

O nivel de significancia utilizado foi de 95 %, com o valor de p < 0,05. Os

resultados foram expressos como mediana ou como média + desvio-padrao.

7.3 Resultados e Discussdo
7.3.1 Ganho de peso e consumo alimentar

As dietas experimentais ndo interferiram na evolucao do ganho de peso (Figura
7.1) e no ganho de peso total dos animais, contudo, o consumo alimentar foi menor no

grupo AT (Tabela 7.1).

Observou-se que em fung¢do da alta densidade energética da dieta aterogénica, os
animais do grupo AT2 tiveram um menor consumo alimentar quando comparados aos
animais que consumiram os outros tipos de dieta (isoenergéticas), mantendo, desta
forma, pesos semelhantes. VALEILLE et al. (2005) encontraram resultados semelhantes

em hamsters.

Os valores do coeficiente de eficdcia alimentar confirmaram os resultados
anteriores, indicando um menor consumo de dieta pelo grupo AT2, j4 que a conversdao

alimentar foi maior neste grupo (p<0,05).
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Figura 7.1 — Evolugdo do peso dos animais dos grupos controles e experimentais.

Grupo CT — dieta semipurificada / Grupo AT2 — dieta aterogénica/ Grupo CLA — dieta semipurificada
+ 1% de 10t,12¢c-CLA/ Grupo TOC — dieta semipurificada + 1% de acetato de vitamina E/ Grupo
CLA/TOC — dieta semipurificada + 1% de 10t,12¢c-CLA + 1% de acetato de vitamina E.

Tabela 7.1 — Peso corporal e consumo alimentar dos grupos controles e experimentais.

GRUPOS
CT AT2 CLA TOC CLA/TOC

Peso (g)
Inicio 142 +1,1 14,7+ 2,1 13,7+ 1,7 149+1,5 14,023
Final 23,7+2,3 23,1+14 229+2,5 245+24 23,8 +42

CEA'

Fase I 2,5+0,5 3,5+£1,1%

Fase I1 0,9+0,5 1,4+£0,5 0,9+0,6 1,0£0,6 1,5+0,8
CEAAL

Fase | 0,4+0,1  0,09+0,03*
FaseIl  0.13+0,1 0,04+001* 0,10+£005 0,10+£004" 0,12+0,1"

Grupo CT — dieta semipurificada / Grupo AT2 — dieta aterogénica/ Grupo CLA — dieta semipurificada
+ 1% de 10t,12¢c-CLA/ Grupo TOC - dieta semipurificada + 1% de acetato de vitamina E/ Grupo
CLA/TOC - dieta semipurificada + 1% de 10t,12c-CLA + 1% de acetato de vitamina E/ CEA —
Cocficiente de Eficacia Alimentar / CEA,;, — Coeficiente de eficacia alimentar aparente dos lipidios.
Resultados expressos como média = desvio-padrao. [*] p<0,05 vs. grupo CT; [#] p< 0,05 vs. grupo AT /

Analise de variancia (ANOVA), complementada pelo teste de comparagdes miltiplas de Tukey.

1 CEA = _ganho de peso (g)

consumo de dieta (g)

Foi avaliado também o coeficiente de eficacia alimentar aparente dos lipidios
(CEA4AL) (Tabela 7.1). Verificou-se que as diferengas entre os coeficientes de eficacia

alimentar podem ser atribuidas a ingestao de lipidios, uma vez que um menor consumo
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de gordura pelo grupo AT2 resultou em uma evolugdo ponderal semelhante aos outros

grupos.

7.3.2 Hidroperoxidos hepadticos

No figado dos animais do grupo TOC foram encontradas as maiores
concentragdes de hidroperoxidos lipidicos (Figura 7.2). Com excecao deste grupo, os
demais grupos experimentais apresentaram concentracdes hepaticas de hidroperoxidos

semelhantes ao controle.

Aparentemente, na concentragdo utilizada, a suplementacdo dietética com
vitamina E teve um efeito pro-oxidante dos lipidios hepaticos (p<0,05) considerando os
valores de hidroperdxidos hepaticos mais elevados quando comparados com os valores
obtidos para os animais do grupo controle. Ao contrario, a suplementagdo isolada com
10t,12c-CLA, bem como a sua associagdo com vitamina E, conferiram maior

estabilidade oxidativa aos lipidios hepaticos.

Ao contrario do observado em nosso estudo, outros pesquisadores tém atribuido
ao a-tocoferol a capacidade de prevenir a formagdo de hidroperdxidos lipidicos no
figado (BANUDEVI et al.,, 2006) e em cultura de células HepG2 (IGARASHI e
MIYAZAWA, 2001). Contudo, IGARASHI ¢ MIYAZAWA (2001), em consonancia
com resultados deste estudo, encontraram uma menor formagdo de hidroperoxidos

lipidicos em células HepG2 tratadas com CLA + a-tocoferol.

Outros autores também tém relatado o efeito pro-oxidante da vitamina E quando
utilizada em altas dosagens (OHKAWA et al., 2004; McANULTY et al., 2005). De
acordo com SETIADI et al. (2003), como a vitamina E ¢ reciclada biologicamente, uma
molécula de a-tocoferol pode converter numerosos radicais HOO-« em H,O,. Estes
peroxidos, se ndo forem removidos enzimaticamente na mesma taxa de sua formagao,
ficam acumulados nas células; sendo esta a possivel causa do efeito pro-oxidante da
vitamina E. Desta forma, a alta concentragdo de vitamina E utilizada em nosso estudo

pode ter contribuido para o aumento da peroxidagdo dos lipidios hepaticos.
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Figura 7.2 — Concentragdo hepatica de hidroperdxidos lipidicos dos grupos controles e
experimentais.

Grupo CT — dieta semipurificada / Grupo AT2 — dieta aterogénica/ Grupo CLA — dieta semipurificada
+ 1% de 10t,12¢c-CLA/ Grupo TOC - dieta semipurificada + 1% de acetato de vitamina E/ Grupo
CLA/TOC - dieta semipurificada + 1% de 10t,12¢c-CLA + 1% de acetato de vitamina E/ Resultados

expressos como média + desvio-padrdo. [*] p<0,05 vs. grupo CT / Analise de variancia (ANOVA),

complementado pelo teste de compara¢des multiplas de Tukey.

7.3.3 Perfil de acidos graxos teciduais

A deposicdo de acidos graxos nos tecidos varia em funcdo da quantidade de
energia ingerida e da composi¢do de lipidios da dieta (CHA e JONES, 1996). Os perfis

de acidos graxos das dietas sao apresentados na Tabela 7.2.

Para a quantificacdo dos 4cidos graxos, quando ndo foi possivel identificar os
isdmeros geométricos e de posi¢do, optou-se por fazer o somatorio das concentragdes
destes compostos. Este procedimento foi adotado para a quantificagdo dos isdmeros do

Cle:1.

Apesar de ser possivel obter uma resolu¢do com qualidade razoéavel dos
espectros utilizando cromatografia gasosa com colunas capilares (MOSSOBA, 2001)
ndo foi possivel separar os isomeros do C18:2. Neste caso, também se optou por

apresentar o somatorio destes acidos graxos.

Nenhum dos tratamentos produziu grandes modificagdes na composi¢do de
acidos graxos e na proporcao entre AGS, AGMI e AGPI nos tecidos analisados (Figura
7.3; Tabelas 7.3, 7.4 ¢ 7.5). A composi¢cdo de acidos graxos de todos estes tecidos
refletiu o contetdo fornecido nas dietas, no entanto, em nenhum deles foi possivel

identificar a incorporacao de 10t,12c-CLA.
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Tabela 7.2 — Perfil de 4cidos graxos das dietas controle e experimentais.

Acidos graxos (%) CT AT CLA TOC CLA/TOC
Mediana Média+ DP Mediana Média+DP Mediana Média+DP Mediana Média + DP Mediana  Média = DP
C14:0 2,11 1,60 £ 0,86 1,42 1,38 £ 0,07 0,43 0,47 +0,10 0,76 0,74 £ 0,04 n.d. n.d.
C16:0 12,59 11,92+ 1,93 22,76 22,94 +£0,32 10,76 10,66 £ 0,19 4,81 4,70 £ 0,37 11,02 10,91 £ 0,35
C18:0 3,72 3,60 £ 0,22 9,53 9,85+ 0,56 3,44 3,38 £0,12 3,56 3,56 £ 0,05 3,33 3,32+0,11
> Saturados 18,48 17,12 £ 2,11 33,70 34,17 £ 0,81 14,68 14,51 + 0,38 9,01 11,36 + 4,43 14,35* 14,22 + 0,46
> C16:1 n.d. n.d. 2,05 2,08 + 0,05 n.d. n.d. 7,22 5,15+4,30 n.d. n.d.
C18:1 n9 22,29 22,17 £0,17 43,48 43,26 + 0,39 21,83 22,13 £0,86 21,94 22,14+ 0,40 22,53 22,56 +£0,13

Y Monoinsaturados 2229  22,17+0,17 4553  4533+034 21,83  2213+086 29,82 27,29 +4,45 22,53 22,56+0,13

Y C18:2 5501  56,07+1,62 19,59  1933+045 5780  57,60+1,12 5536  5533+032 5771 57,69+031
C18:3 n3 6,27 6,11 +0,39 n.d. n.d. 5,84 5,95+0,19 5,87 6,02 £ 0,32 5,50 5,53+ 0,06
3" Poliinsaturados 61,3 62,18+124 1959  1933+045 63,97 6355+1,17 6138  61,35+0,17 6320  63,22+0,36

CT - dieta semipurificada/ AT — dieta aterogénica/ CLA - dieta semipurificada + 1% de CLA/ TOC — dieta semipurificada + 1% de acetato de vitamina E/ CLA/TOC — dieta

semipurificada + 1% de CLA + 1% de acetato de vitamina E/ n.d. — ndo detectado. Valores expressos em mediana (média + desvio-padrdo).
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De acordo com ALDAI et al. (2006), a despeito de todos os métodos
empregados nas analises da composicao de acidos graxos em tecidos animais, existem
opinides contraditorias sobre o método mais satisfatdrio e apropriado para superar as
dificuldades apresentadas nas analises de misturas complexas, incluindo os isomeros do

CLA.

A cromatografia gasosa (CG) ¢ o método classico utilizado nestas andlises. Para
isto, sdo necessarias colunas de grande extensdo e programagdes com duragdo superior a
50 minutos. Além disto, os acidos graxos necessitam passar por uma etapa de metilagao
antes de serem analisados por CG (LIU et al., 2005). Desta forma, a escolha da

programacao e do método de metilacdo deve ser feita com diligéncia.

Neste estudo, foram preenchidos os requisitos necessarios para a separagao de
CLA por CG, incluindo a utilizagdio de uma coluna capilar de 100 metros de
comprimento e o tempo programado para a separagao (75 minutos). Inclusive o método

de metilagao escolhido foi adequado segundo YU et al. (2003).

Estudos tém demonstrado a deposicio de isomeros do CLA em células
plasmaticas (BURDGE et al., 2004) e em diversos tecidos (GOTTSCHE e
STRAARUP, 2006), porém, segundo KELLEY et al. (2006), o isdmero 9¢,11t-CLA ¢

preferencialmente incorporado em detrimento do 10t,12¢c-CLA.

A baixa biodisponibilidade do isdmero 10t,12¢c-CLA na forma livre ou a sua
rapida metabolizacdo no organismo dos animais sdo alternativas que podem explicar a

ndo identificagdo deste composto nas amostras analisadas.

Existem evidéncias de que a posicdo do CLA no triacilglicerol altera a sua
biodisponibilidade, sendo que, quando este 4cido graxo ocupa a posi¢do Sn-2 na cadeia

do glicerol, a sua incorporagdo tecidual ¢ superior (CHARDIGNY et al., 2003).

Além disto, ha diferencas na incorporagdo tecidual dos isdmeros individuais do
CLA. Trés alternativas podem explicar este fato: a captagdo preferencial quando em
concentragdes elevadas, a rapida metabolizacdo e a discriminagdo da sua captagdo

quando em baixas concentragdes (GNADIG, 2002).

Ha indicagdes de que os isomeros do CLA sejam rapidamente metabolizados nas
células, formando acidos graxos com cadeias de diferentes comprimentos, contendo

uma estrutura dieno-conjugada (BANNI et al., 2004; MULLER et al., 2005).
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Supde-se que estes metabolitos sejam originados dos processos de elongagao,
dessaturagdo e B-oxidacdo mitocondrial do CLA (BANNI et al., 2001; PARK et al.,
2005) e, de acordo com RINGSEIS et al. (2006), isto indica que os efeitos
antiaterogénicos destes acidos graxos ndo sejam atribuidos somente ao CLA, mas

também aos seus metabdlitos poliinsaturados de cadeia longa.

Para a separacdo e a identificacdo destes metabolitos do CLA sdo necessarios
métodos mais refinados de andlise, como a utilizacdo de um espectrometro de massa
acoplado ao cromatografo a gas (MULLER et al., 2005; RINGSEIS et al., 2006) ou a
separagdo dos isomeros por Ag+-HPLC, antes da sua identificagdo por CG (KRAMER
et al., 2004; DE LA FUENTE et al., 2006).
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Figura 7.3 — Propor¢ao de acidos graxos saturados (AGS), monoinsaturados (AGMI) e

poliinsaturados (AGPI) em diferentes 6rgaos e tecidos.

Grupo CT — dieta semipurificada / Grupo AT2 — dieta aterogénica/ Grupo CLA — dieta semipurificada
+ 1% de 10t,12c-CLA/ Grupo TOC - dieta semipurificada + 1% de acetato de vitamina E/ Grupo
CLA/TOC — dieta semipurificada + 1% de 10t,12¢c-CLA + 1% de acetato de vitamina E.
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7.3.3.1 Composicao de acidos graxos do figado

Como esperado, houve uma maior incorporacdo de acidos graxos
poliinsaturados no figado dos animais dos grupos experimentais em relacdo ao grupo
AT2 que consumiram uma menor quantidade destes acidos graxos na dieta (Figura 7.3;

Tabela 7.3).

Nao foi constatada diferenca estatisticamente significante, na propor¢ao de
acidos graxos poliinsaturados no figado, inclusive do ) C18:2, embora tenham sido
observados valores levemente superiores destes 4cidos graxos nos grupos
suplementados com CLA. Desta forma, estes resultados sugerem que o metabolismo do
CLA teve um papel mais importante do que a interferéncia da metodologia escolhida
para a separacdo dos isOmeros diendicos com 18 atomos na cadeia carbdnica

(GNADIG, 2002).

A taxa de dessaturacdo do acido linoléico da dieta no figado, medida pela
relagdo C20:4/C18:2, nao foi diferente entre os grupos experimentais € o controle.
Entretanto, apesar da menor concentragao de C18:2 na dieta aterogénica, foi constatado
um estimulo a dessaturacdo neste grupo, que apresentou maior deposi¢do de acido

araquidonico.

H4 uma seletividade para a agdo da A° dessaturase, preferencialmente para os
acidos graxos poliinsaturados e entre estes, primeiro o acido a-linolénico seguido do
acido linoléico. Outra prioridade ¢ a concentracdo de cada acido graxo (HORNSTRA,
2001). Considerando que a dieta do grupo AT2 ndo continha o acido a-linolénico, pode-
se supor que houve maior eficiéncia de sintese do acido araquiddnico nos animais deste
grupo. O estimulo a esta via promove um aumento da disponibilidade de acido
araquidonico para a formagdo de prostaglandinas, favorecendo a sintese de eicosandides

neste tecido e, consequentemente, a resposta inflamatoria.
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Tabela 7.3 — Perfil de 4cidos graxos do tecido hepatico dos grupos controles e experimentais.

Acidos graxos (%) Grupo CT Grupo AT?2 Grupo CLA Grupo TOC Grupo CLA/TOC
Mediana  Média= DP Mediana Média+ DP Mediana Média= DP Mediana Média £ DP Mediana Média + DP
C14:0 5,51 5,15+£3,21 10,19 8,05+ 6,85 9,63 9,13 £3,58 8,89 7,46 £3,23 0,66*" 1,23 £1,09
C16:0 20,63 20,59 +£2.49 17,96 18,04 £ 1,53 17,32 17,24 £527 18,51 19,04 £ 1,69 21,44%* 21,71 +£1,23
C18:0 6,46 6,73 £1,46 8,30 8,13 +£1,36 6,41 6,72 £1,27 6,38% 6,22 £0,82 5,53 7,39 £3,16
> Saturados 32,40 32,47 +£3,02 37,26 34,22 + 6,34 34,08 33,09 +£4,53 32,81 32,73 £2,53 29,55 30,19 £ 2,55
> C16:1 4,61% 4,95+ 1,40 2,49 2,40 £ 1,05 3,78 3,74 £ 0,64 4,24% 4,11 +0,84 4,05 5,29 +4,13
C18:1 n9 29,34 28,10 + 4,95 34,73 33,09 + 8,44 27,00 26,43 + 3,74 25,55% 28,54 + 3,08 26,12 25,66 £ 5,77

' Monoinsaturados 34,58  33,69+£552 3711  3627+7,92 30,82  29,74+508 32,46  31,03+3,92 31,66 30,82 + 3,27

Y C18:2 21,95 21,93+4,06 14,69  1444+1,66 24,00+ 2452+386  22,10%  2393+449  2625%  23,04+778
C18:3 n6 0,69* 0,61 +0,25 0,01 0,01 £ 0,01 0,64* 0,66 + 0,38 0,69* 0,72 0,19 0,73* 0,65+0,18
C18:3n3 1,21 1,11 £ 0,44 0,01 0,01 £ 0,01 1,21% 1,18 £0,22 1,20% 1,26 £ 0,31 1,48% 1,45 + 0,34
C20:2 0,27 0,79 + 0,33 0,28 0,15+ 0,10 0,35 0,15 + 0,02 n.d. n.d. 0,16 0,15 = 0,09
C20:4 n6 8,08* 8,33+0,19 11,78 12,67+259  875%  1922+1448  8,02% 7.93+091 7,79% 8,75 + 3,63
Y Poliinsaturados 31,97 32,80 +587 27,08  28,09+3.86  36,66%  3632+490  33,57%  34,34+497  36,52* 34,62+ 6,99
N.L 1,97 1,60 + 0,74 1,81 0,95 + 0,38 3,09 3,88 +3,02 3,37* 5,88+ 3,35 2,72 2,88 + 1,85

Grupo CT - dieta semipurificada/ Grupo AT2 — dieta aterogénica/ Grupo CLA - dieta semipurificada + 1% de CLA/ Grupo TOC — dieta semipurificada + 1% de acetato de
vitamina E/ Grupo CLA/TOC — dieta semipurificada + 1% de CLA + 1% de acetato de vitamina E/ N.I. — ndo identificado/ n.d. — ndo detectado. Valores expressos em mediana

(média + desvio-padrdo). Teste de Kruskal-Wallis, complementado pelo teste de comparagdes multiplas de Dunn’s. [*] p<0,05 vs. Grupo AT; [#] p<0,05 vs. Grupo CLA.
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7.3.3.2 Composigao de acidos graxos do tecido adiposo peri-renal

De acordo com PERONA et al. (2000), os acidos graxos monoinsaturados e
poliinsaturados sdo preferencialmente armazenados nos triacilglicer6éis do tecido

adiposo em detrimento dos 4cidos graxos saturados.

Em todos os grupos, verificou-se que o armazenamento de gordura no tecido
adiposo ocorreu principalmente sob a forma de &cidos graxos monoinsaturados,
particularmente no grupo AT2. J4 nos grupos experimentais, o armazenamento de

C18:1 n9 foi semelhante ao verificado no grupo controle (Tabela 7.4).

A incorporagdo de C18:2 no tecido adiposo ndo variou entre 0s grupos
experimentais. Mas em todos eles, a deposicdo de acidos graxos poliinsaturados foi
mais acentuada que nos grupos controles (p<0,05). Como este acido graxo nao ¢
sintetizado em organismos animais, sendo obtido somente pela dieta, o0 armazenamento
prové uma forma de garantir o seu suprimento, quando este ndo for consumido em

quantidades suficientes na dieta.

A incorporagdo de 4cidos graxos saturados foi estatisticamente menor no grupo
TOC em relagdo ao controle (Figura 7.3). Apesar de consumirem uma dieta com maior
proporc¢ao de acidos graxos saturados, no tecido adiposo dos animais do grupo AT2 a
deposicao de acidos graxos foi semelhante aquela observada no grupo controle e nos
demais grupos experimentais. Uma alta propor¢do de acidos graxos saturados na dieta
pode ser convertida em 4cidos graxos monoinsaturados, pela via de dessaturacdo do
C18:0 em C18:1 (SUMMERS et al., 2000), ja que estes acidos graxos sdo

preferencialmente armazenados no tecido adiposo (PERONA et al., 2000).
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Tabela 7.4 — Pertil de acidos graxos do tecido adiposo dos grupos controles e experimentais.

Acidos graxos % CT AT2 CLA TOC CLA/TOC
Mediana Média+=DP Mediana Média=DP Mediana Média+DP Mediana Meédia = DP Mediana Média = DP
C14:0 2,11 2,45+ 1,09 3,26 3,26 £ 1,25 2,66 2,34+ 0,68 2,26 2,06 + 0,68 2,47 2,31+0,42
C16:0 20,80 20,96 £ 0,96 18,44 18,40 £ 1,66 18,16 17,97 +£2,71 18,49 16,62 +£4,93 18,59 18,45+ 1,62
C18:0 1,51 1,93 £ 1,35 2,56 2,51 +£0,31 1,45 1,36 £0,76 1,21%* 0,95+1,56 2,09 2,20+ 1,56
> Saturados 26,51 25,35 +£2,50 23,60 24,17 2,20 22,40 21,67 £2,22 21,56" 19,63 + 5,76 22,98 22,97 +2,94
> Cl16:1 10,97 10,93 £3,27 8,02 7,91+ 1,16 8,93 9,16 £2,13 8,23 7,98 £ 2,66 6,97 7,14 £ 1,31
C18:1 n9 35,90 37,82 £ 5,46* 52,05 51,63 £2,70 36,76* 35,69 £2,87 35,89% 33,42 +10,2 35,86* 35,25+2.95

Y Monoinsaturados 49,86  48,76+3,57 60,14  59,54+195  44,53*  44,85+1,59  43,99* 41,41+12,47  42,59*  4239+1,96

> C18:2 n6 22,38 23,92 £4,18 14,28 14,35 £ 0,84 30,43* 30,93 +£2,70 31,04* 28,22 £8,81 31,81%* 32,03 +£3,58
C18:3 n3 1,50 1,38 £ 0,81 0,03 0,04 + 0,03 1,99* 2,02+0,36 2,12% 2,06 £0,74 2,04* 2,19+0,46
C20:4 n6 n.d. n.d. 0,35 0,43 +£0,27 0,34 0,27 +0,20 0,32 0,18 +0,14 0,40 0,34+0,23
> Poliinsaturados 23,21 25,30 £ 4,77 14,68 15,00 = 1,03 33,17 33,22 +£3,13 34,20 33,27 £3,39 33,65" 34,56 + 3,86

Grupo CT - dieta semipurificada/ Grupo AT2 — dieta aterogénica/ Grupo CLA - dieta semipurificada + 1% de CLA/ Grupo TOC — dieta semipurificada + 1% de acetato de
vitamina E/ Grupo CLA/TOC — dieta semipurificada + 1% de CLA + 1% de acetato de vitamina E/ N.I. — ndo identificado/ n.d. — ndo detectado. Valores expressos em mediana

(média = desvio-padrio). Teste de Kruskal-Wallis, complementado pelo teste de comparagdes multiplas de Dunn’s. [*] p<0,05 vs. Grupo AT; [#] p<0,05 vs, grupo CT.
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7.3.3.3 Composicao de acidos graxos do intestino delgado

As propriedades funcionais dos enterécitos podem ser modificadas por

alteracdes na composi¢do de 4cidos graxos das suas membranas, causadas pela dieta

(IBRAHIM e GHAFOORUNISSA, 2001).

No presente estudo, o perfil de acidos graxos do intestino delgado representou o
conteudo lipidico constitucional das células intestinais, uma vez que a remocao dos

tecidos para andlise foi feita apos um periodo de jejum.

Foi constatada uma maior incorporagdo de acidos graxos monoinsaturados e
poliinsaturados nos grupos CLA e TOC em relagdo ao controle. No grupo CLA/TOC
observou-se que a incorporagdo de acidos graxos monoinsaturados foi maior do que a
de 4cidos graxos poliinsaturados (Tabela 7.5). Este efeito pode ser prejudicial, uma vez
que a maior deposicao de 4acidos graxos monoinsaturados no intestino delgado reflete a
existéncia de uma membrana mais rigida e com alteragdo na permeabilidade

(KOROTKOVA e STRANDVIK, 2000).
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Tabela 7.5 — Perfil de 4cidos graxos do intestino dos grupos controles e experimentais.

Acidos graxos % CT AT2 CLA TOC CLA/TOC
Mediana Média+DP Mediana Média+DP Mediana Média+DP Mediana Média £ DP Mediana Média =+ DP
C14:0 3,20 2,52+ 1,47 2,24 2,19+0,71 2,15 2,13+ 1,10 2,38 1,94 + 1,57 2,08 1,94 + 0,99
C16:0 20,38 20,30 £ 0,57 18,46 17,67 £ 3,19 19,44 19,18 +2,03 18,80 18,96 £ 1,55 19,84 19,51 + 1,41
C18:0 7,92 9,07 £ 2,44 9,11 8,81 +£2,06 7,90 7,85+£3,16 7,73 7,94 +£ 3,27 6,44 7,23 +£2,93
> Saturados 31,50 31,89 + 3,47 28,88 28,67 + 4,04 31,06 29,16 + 4,56 30,34 28,83 +4,15 28,61 28,69 + 4,03
> Cl16:1 5,50 6,11 +1,78 3,69 4,88 £2,75 5,83 7,05 £ 3,00 5,49 5,46 +£1,10 5,28 5,44 £ 1,50
C18:1 n9 31,81 32,93 +£592 42,98 45,20+ 7,74 30,51* 29,43 £ 4,48 29,18* 31,54 £ 6,56 36,90 35,53 £4,50

S Monoinsaturados 38,10  39,04+6,92 4628  50,09+10,11 36,81* 3647+6,16  3580* 37,00 £ 6,87 42,19 40,96 =535

Y C18:2 n6 19,80  2026+3,09 1637  1646+133  23,99%  2534+374  2596* 25894340 22,59  21,35+7,77
C18:3 n3 1,13 0,66 + 0,55 n.d. n.d. 1,30 0,83 £ 0,67 1,38 1,10 0,63 1,01 1,10+ 0,30
C20:4 n6 6,72 8,08 +2,85 7,46 5,96 £ 3,65 8,57 7,74 £ 3,50 7,24 7,32 £2,76 4,12 4,85 +3,01
Y Poliinsaturados 28,64  28,90+£4,45 22,08  2242+3,10  3558%  33,19+427  34,88*  34,31+3,96 2933 27,31+7,95
N.L 0,36 0,54 + 0,32 1,14 0,65 + 0,44

Grupo CT - dieta semipurificada/ Grupo AT2 — dieta aterogénica/ Grupo CLA - dieta semipurificada + 1% de CLA/ Grupo TOC - dieta semipurificada + 1% de acetato de
vitamina E/ Grupo CLA/TOC — dieta semipurificada + 1% de CLA + 1% de acetato de vitamina E/ N.I. — ndo identificado/ n.d. — ndo detectado. Valores expressos em mediana

(média + desvio-padrdo). Teste de Kruskal-Wallis, complementado pelo teste de comparagdes multiplas de Dunn’s. * p<0,05 vs. Grupo AT.
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7.4 Conclusoes

A peroxidagdo dos lipidios hepaticos foi maior nos animais suplementados com
vitamina E, sugerindo que a alta concentra¢ao de vitamina E utilizada em nosso estudo

pode ter contribuido para este aumento.

Ao contrario de estudos com outros modelos experimentais, em camundongos
LDLR -/-, ndo foi possivel detectar a incorporagdo de 10t,12c-CLA. Contudo, a
similaridade na composi¢ao de acidos graxos entre os grupos controle e experimentais
pode reforgar a hipdtese da metabolizagdo anterior deste isdmero, impossibilitando a sua

deposic¢do nos diferentes tecidos estudados.
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8 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Neste estudo, a vitamina E apresentou-se mais efetiva na diminuicao da lesao
aterosclerdtica do que na lipoperoxidacdo hepatica. Entretanto, o CLA ndo contribuiu

para modificar tais processos.

Desta forma, mais parametros devem ser avaliados a fim de identificar outros

efeitos que os componentes avaliados possam ter exercido nos animais.

Sob esta perspectiva, sugere-se:

= Analisar a indu¢do da expressao de PPARy nas lesdes aterosclerdticas, ja que o
CLA tem sido relacionado com o aumento da expressao destes receptores, que

induzem a diminuicao da expressao de citocinas pro-inflamatoérias.

E para estudos futuros que sejam avaliados:

= A eficiéncia de doses menores de suplementagdo com vitamina E na evolugdo da

aterosclerose e na peroxida¢ao dos lipidios plasmaticos e hepaticos;

= A existéncia de efeitos diferentes do isomero 9¢,11t-CLA no desenvolvimento

da aterosclerose em camundongos LDLR -/-;

= As cinéticas de absor¢ao do isomero 10t,12c-CLA na forma livre ¢ na forma

esterificada;

= A incorporacdo tecidual dos metabdlitos de poliinsaturados de cadeia longa do

CLA;

= A presenca do CLA e dos seus metabolitos nas células endoteliais.
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