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SUPLEMENTACAO DE ACIDO LINOLEICO CONJUGADO (ALC) NA
DIETA DE BEAGLES EM CRESCIMENTO

RESUMO - Estudos realizados com animais ¢ humanos tém sugerido que o
ALC possui agdo anticancerigena, anti-aterogénica, além de estar relacionado a
alteragdes na composi¢cdo corporal, uma vez que levaria ao aumento da massa
muscular e reducao do percentual de gordura. Com base nessa informagao, este
experimento foi realizado utilizando-se 16 caes da raga Beagle, com o objetivo
de avaliar os efeitos do ALC quando acrescentado a racdo de cdes, sobre a
digestibilidade do alimento, estado imunoldgico e desenvolvimento do cao
durante a fase de crescimento, dos seis aos 17 meses de idade. Os caes foram
divididos aleatoriamente em dois grupos: controle e teste, diferindo apenas
quanto a inclusao de ALC (0,3%). Foram realizadas andlises zootécnicas a cada
duas semanas; hematologicas e bioquimicas a cada seis semanas; ensaio de
digestibilidade aos sete e aos 15 meses de idade e; imunologica e concentragao
de lactato sérico aos 17 meses de idade dos cdes. Os coeficientes de
digestibilidade aparente dos nutrientes e matéria seca ndo foram afetados pela
inclusdo do ALC nem aos sete e nem aos 15 meses de idade. A energia
metabolizdvel do  alimento  suplementado com ALC  mostrou-se
significativamente superior ao alimento controle em ambos ensaios de
digestibilidade (p<0,01). A inclusdo de ALC na dieta de cdes durante a fase de
crescimento nao alterou o consumo, peso, qualidade das fezes, escore corporal,
altura, circunferéncia do torax e abdominal, perfil lipidico sangiiineo, glicemia e
indice de proliferagao de linfocitos. O grupo teste apresentou maior concentracao

de lactato sangiiineo quando comparado com o grupo controle (p<0,05).

PALAVRAS-CHAVE: caes, nutri¢do, energia metabolizavel, CLA.



SUPLEMENTATION OF CONJUGATED LINOLEIC ACID (CLA) IN
THE DIET OF GROWING BEAGLES

ABSTRACT — Numerous seemingly beneficial physiological effects have been
attributed to CLA including inhibiting chemically induced carcinogenesis,
reducing atherosclerosis, enhancing the immune response, enhancing growth,
reducing body fat gain in animal models. Thus, this experiment had the objective
to evaluate the effect of the CLA when added to dog diet, it Is effect on the
digestibility of the food, immune state and development of the dog during the
growth phase. Sixteen Beagle dogs were divided into two treatments (control and
test), in completely randomized design. The dogs were fed from six to 17 month
old with two diets, differing only on CLA inclusion (0.3%) in test diet. This
experiment was approved by the Committee of Ethics in Research with Animals
of the PUCPR, under register in the CEPA/PUCPR n° 23. Zoometric analyses
were carried out every two weeks; hematology and serum biochemical analysis
were made every six weeks. Digestibility trials were carried out with dogs seven
and 15-months old; blood lactate concentration and rate of lymphocytes
proliferation were carried out on 17-month-old dogs. Apparent digestibility
coefficients of the nutrients and dry matter were not affected by the inclusion
CLA in the diet, at seven and 15 months of age. The metabolic energy of the diet
supplemented with CLA was greater than that in the control group in both
digestibility trials (p<0,01). The inclusion of CLA in the diet during the growth
phase did not modify the intake, weight, faeces quality, body condition score,
height, abdominal and thorax circumference, serum lipid profile, blood glucose
and rate of proliferation of lymphocytes. The test group presented greater blood

lactate concentration when compared with the control group (p<0,05).

KEY WORDS: dogs, nutrition, metabolic energy, CLA.



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1 INTRODUCAO

A alimentacdo dos animais de companhia tem alguns objetivos proprios
que a diferenciam da alimentagdo de animais de produ¢do, nos quais visa-se
otimizar as produgdes. Os animais de companhia sdo em muitas ocasides
considerados membros da familia e sdo tratados como tal. Isso implica que sua
alimentagdo, além de conter uma quantidade de nutrientes correta, equilibrada e
disponivel, deve permitir otimizar sua satde, atividade e longevidade.
Atualmente, o sobrepeso e a obesidade sdo problemas freqlientes em caes e gatos
e existem outras enfermidades que incluem um tratamento nutricional, logo, a
alimenta¢do para animais de companhia visa promover uma correta condi¢ao
corporal, prevenir o aparecimento de determinadas patologias ou acelerar a
recuperacao dos animais enfermos (MIGUEL, 2000).

As ragdes para caes e gatos sdo produzidas de forma a serem completas e
balanceadas, mas nem todas se enquadram no conceito de nutricdo Otima
(CARCIOFI, 2003). De uma maneira simplificada, este se refere ao uso
apropriado de alimentos e ingredientes de forma a otimizar a ingestdo de
nutrientes e a saude. Beneficios importantes também podem ser fornecidos pelo
uso de ingredientes classificados como “nutrac€uticos”, ingredientes funcionais e
que promovem beneficios indiretos sobre a imunidade e o ambiente intestinal dos
animais (CARCIOFI, 2003). Ainda segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), a alegacdo de propriedade funcional ¢ relativa ao papel
metabdlico ou fisioldgico que o nutriente ou ndo nutriente tem no crescimento,
desenvolvimento, maturagdo e outras fun¢des normais do organismo humano.

Muito tem sido falado sobre alimentos funcionais e seus beneficios para a

saude, de forma a incentivar fortemente o uso de produtos e/ou alimentos que



contenham propriedades com alega¢do funcional. Entretanto, muitas pesquisas
ainda ndo sdo conclusivas em muitos pontos, especialmente quanto a agdo
"protetora" preconizada, quanto as doses indicadas, e quanto as possiveis agdes
adversas provenientes do uso prolongado desses produtos (MOURAO et al.,
2005).

Entre os alimentos funcionais tém-se os agentes imunomoduladores
(4cidos graxos poliinsaturados n-3 e n-6), vitaminas empregadas em
concentragdes suprafisioldgicas (vitamina A, vitamina E, vitamina C), agentes
ergogénicos (picolinato de cromo, creatina, culturas de levedura) e agentes
condroprotetores  (glicosaminoglicanos, sulfato de condroitina e 4cido
hialurdnico). O emprego da nutricdo 6tima implica em equilibrar a ingestao de
nutrientes essenciais, associada ao uso de substincias que favorecam a
maximizag¢do das fungdes organicas, saude, longevidade e bem-estar. Neste
contexto inclui-se um adequado processamento dos alimentos, selecao de
matérias primas com alto valor nutritivo e testes em animais comprovando o0s
beneficios preconizados (CARCIOFI, 2005).

Caes e gatos com sobrepeso tém maior chance de ter elevados niveis de
triglicérides (TAG) e lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL) comparado
com animais com peso normal (SUNVOLD e MURRAY, 2003).

Este estudo de mestrado teve como objetivo estudar e avaliar o acido
linoleico conjugado quando acrescentado a ragdo de cdes e seus efeitos na
digestibilidade e metabolismo do alimento, estado imunoldgico, integridade do

pelame e desenvolvimento do cdo durante a fase de crescimento.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 DESCRICAO DA RACA

O Beagle tem como origem provavel a Gra-Bretanha, no século XIV;
criado provavelmente no periodo Elisabetano, com cruzamentos entre o Harrier e
antigos Sabujos ingleses. A cria¢do foi mais incentivada na Inglaterra do que em
outros paises. Depois, com a colonizagdo dos Estados Unidos, alguns exemplares
foram levados para 14, iniciando a criagdo na América. Entre o Beagle inglés e o
norte-americano, a Unica diferenca ¢ o tamanho. O norte-americano mede entre
33 a 38 cm e o inglés mede 40 cm. Sendo menores antigamente, muitas vezes
eram carregados em alforjes ou bolsas de couro; provavelmente, seu nome deriva
do francé€s "begueule", palavra que se refere aos ruidos feitos por um pacote
(PAGOTTO, 2005).

A funcdo original desta raca era de auxiliar na caca de coelhos e lebres,
sendo selecionado para viver e cagar em matilhas. Segundo a principal entidade
cindfila do Pais, a Confederagdo Brasileira de Cinofilia, o Beagle passou de 13?
raca com maior quantidade de filhotes registrados no ano de 1995 para a 11* em

1998 (CARVALHO, 2005).

2.2 OBESIDADE EM CAES

A obesidade ¢ o problema nutricional mais importante na clinica de
pequenos animais e apresenta tendéncia a um aumento progressivo, relacionado
ao crescimento da populagdo de animais de estimacdo em todo o mundo. Os
animais de estimacdo dos grandes centros urbanos estdo cada vez mais

concentrados em pequenos espacos (apartamentos) e com vida sedentaria, € a



conjun¢ao de trés fatores; castracdo, disponibilidade alta de alimentos e manejo
inadequado do proprietario, aumenta, em muito, o aparecimento da enfermidade
(LAFLAMME et al, 1998; BORGES, 2004).

Os maiores depdsitos de gordura acumulada localizam-se sob a pele, como
gordura subcutanea, ao redor dos 6rgaos vitais € nas membranas que rodeiam os
intestinos. Alguns destes depositos podem ser observados com facilidade nos
caes e gatos obesos (CASE et al., 1998).

Para caes e gatos, uma condi¢do corporal ideal ¢ quando a quantidade de
gordura ¢ aproximadamente 15% do peso corporal, isto geralmente ocorre
quando o animal atinge a maturidade, com cerca de um ano de idade (SHARON,
2003).

A composi¢do corporal pode ser determinada por meio de diferentes
técnicas com diferentes graus de precisdo e exatidao e a custos variados. Existem
métodos altamente sofisticados, porém caros, como absorciometria de raios-x de
dupla energia, tomografia computadorizada, ressonancia magnética e analise por
ativacdo de néutrons (BORGES, 2005). Conseqiientemente, estimativas
subjetivas sdo realizadas para obter o indice de massa corporal (IMC), com base
no escore corporal ou mensuragdes anatomicas. O IMC% pode ser calculado
dividindo o peso atual pelo peso ideal multiplicando o resultado por 100, o
animal estara acima do peso se o resultado for maior que 120% (SHARON,
2003).

O escore corporal determina uma mensuragao subjetiva da quantidade de
gordura corporal do animal, considerando o tamanho do esqueleto e avaliacdo
fisica do depdsito de gordura subcutdnea nas regides do corpo. Os sistemas
usados possuem cinco ou nove escores na escala e comparam as silhuetas fisicas.
Esse método torna-se mais refinado com a experiéncia e quando as avaliagOes
sdo feitas por um nimero limitado de examinadores (SHARON, 2003).

A estimativa total de gordura corporal também pode ser realizada fazendo
mensuracoes de algumas regides do corpo. A regido que reflete maior

consisténcia da gordura corporal total ¢ a circunferéncia abdominal. Em adi¢ao a



circunferéncia abdominal, uma a trés outras mensuracdes sao necessarias para
estimar a composic¢ao corporal (SHARON, 2003).

A mensuragao da circunferéncia pélvica, por exemplo, deve ser feita pelo
mesmo examinador usando uma fita métrica, com o comprimento gravado em
centimetros, duas a trés vezes. Mesmo sendo o mesmo examinador usando a
mesma técnica, o valor da mensuragao pode variar ao longo do dia, devido a
retengdo de contetidos entérico e urinario (SHARON, 2003).

A avaliacdo das dimensdes corporais em varios sitios baseia-se no
principio de que a dimensao basica de um corpo estd associada ao montante de
tecido magro e que qualquer aumento de medida pode ser explicado pela adicao
de gordura. Em caes e gatos essas avaliacdes tornam-se complicadas pela
dificuldade em conter e imobilizar os animais, mormente dificultando localizar
o0s sitios anatdmicos e mensura-los com precisao. Alia-se a esse aspecto o fato de
poucos estudos terem sido feitos em caes e em gatos. O indice de massa corporal
(IMC) ¢ comumente utilizado em humanos como guia para identificar
anormalidades de peso em relacdo a altura. Abordagem semelhante tem sido
utilizada em caes e gatos, porém ha necessidade de mais pesquisas com

diferentes racas, em diferentes faixas etarias e pesos diversos (BORGES, 2005).

2.3 ACIDO LINOLEICO CONJUGADO

O 4cido linoleico € o tnico acido graxo (AG) considerado essencial na
dieta dos caes (CASE et al., 1998).

A deficiéncia de acidos graxos (AGs) essenciais pode gerar retardo no
crescimento, infertilidade e descoloracdo dos pélos. Descamacdo, eritemas,
hematomas, edema cutaneo e otite também sao causados pela deficiéncia de
AGs. Em alguns casos surgem ainda aumento da oleosidade, seborréia e

exudagao - perda de 4gua pela pele (CASE et al., 1998; CARCIOFI, 2002).



A estrutura das duplas ligagdes nos AGs naturais obedece a um padrao
muito caracteristico. Em AG diinsaturado, as duplas ligacdes estdo sempre
separadas por pelo menos um carbono intermedidrio, o qual ndo participa da
estrutura de insaturacdo. Isto é, um AG onde as duplas ligagdes estdo entre os
carbonos 9-10 e 12-13, o carbono 11 ndo participa da insaturagdo. Esta seria uma
estrutura ndo conjugada, sendo o caso da maioria dos AGs em sua forma natural
(SANHUEZA et al., 2002).

Entretanto, como conseqiiéncia da manipulacao tecnologica ou por efeito
de metabolizacdo a nivel celular de certos AGs, € possivel que uma dupla ligacao
troque de lugar, seguindo o exemplo anterior, da posicao 9-10 para a 10-11, ou
da posicdo 12-13 para a 11-12. Em ambos os casos o carbono intermediario
desapareceria e, 0 AG se transformaria em uma estrutura “conjugada”, ou seja
um AG conjugado. A conjugacdo das duplas ligagdes pode também ocasionar
uma alteracdo na isomeria espacial do AG. Isto ¢, um AG diinsaturado, cujas
ambas duplas ligagdes tem isomeria cis, uma dessas ligagdes, ou ambas, podem
adotar a isomeria frans. Existindo AGs conjugados diinsaturados com isomeria
cis,cis; cis,trans; trans,cis ou trans,trans (SANHUEZA et al., 2002).

A isomeria geométrica dos AGs ¢ importante em termos nutricionais. A
grande maioria dos AGs que se encontram naturalmente possui isomeria cis;
enquanto que os AGs com isomeria trans provem essencialmente de
manipulacao tecnoldgica dos 6leos (SANHUEZA et al., 2002).

O é4cido linoleico conjugado (ALC) ¢ um termo que descreve os isdmeros
de posi¢do e geométricos do acido linoleico (18:2, cis-9, cis-12), um AG
dienoico, pertencente ao grupo n-6 (SANHUEZA et al., 2002; ANGEL, 2004;
WANG e JONES, 2004).

Pesquisas sobre as fungdes e beneficios do ALC iniciaram por volta de
1980 com a observacao de que o ALC isolado de carne bovina grelhada, ou de
isomerizagao catalisada do acido linoleico, inibiam quimicamente a indugdo de
uma neoplasia de pele em camundongo. Essa descoberta estimulou outros

estudos para avaliar os efeitos benéficos do ALC sobre: cancer, fungao imune,



arteriosclerose, ganho de peso, ingestdo energética e de alimento, bem como,
composicao corporal (WANG e JONES, 2004).

O é4cido linoleico pode ser encontrado em abundancia nos 6leos de milho,
girassol, soja, dentre outros vegetais (VISENTAINER et al., 2003; SANHUEZA
et al., 2002). As mais comuns fontes de ALC sdo: leite de ruminantes, produtos
lacteos, carne bovina, carne de carneiro e carne de suino; sendo que mais de 80%
do ALC estd na configuragdo cis-9; trans-11 (ANGEL, 2004; SANHUEZA et
al.,  2002; SANTOS et al, 2001). A composicdo lipidica da dieta pode
influenciar o perfil dos AGs dos tecidos (SABARENSE e MANCINI, 2003).

Segundo PARIZA (2004) o ALC tem sido relatado como tendo
propriedades de melhorar uma variedade de doencas, em varios modelos animais.
O ALC pode prevenir ou reduzir a obesidade, melhorar a resisténcia insulinica,
inibir a deposi¢do de gordura, inibir o desenvolvimento de neoplasias ¢ modular
respostas inflamatorias.

Um isomero de ALC, normalmente o mais abundante, foi identificado
como tendo um potente efeito anticarcinogénico e de modulacdo do sistema
imune, o cis-9, trans-11, j4 comprovado em varios modelos animais. Outro
isdmero em destaque, um agente de composicao corporal muito efetivo € o trans-
10, cis-12. Portanto sd@o duas moléculas com pequenas diferengas de posi¢ao e
geometria de ligacdo (FIGURA 1.1), mas com acdes distintas e intensas no
metabolismo animal, mesmo em quantidades reduzidas na dieta (0,1 a 1% da
matéria seca da dieta) (MEDEIROS, 2003).

E importante ressaltar ainda que alguns efeitos indesejaveis relacionados
ao uso do ALC foram encontrados tanto em estudos com humanos quanto em
animais, como aumento da resisténcia a insulina, aumento da glicose e insulina
de jejum; elevacdo da peroxidacao lipidica, reducdo da lipoproteina de alta
densidade (HDL) em individuos com sindrome metabdlica (dislipidemia,

hipertensdo) tratados com o isdmero trans-10, cis-12 (MOURAO et al., 2005).
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Figura 1.1 -Estrutura quimica dos isdémeros do acido linoleico conjugado frans-10, cis-12 e

cis-9, trans-11.
M/\’A:/\/\/\/\”, OH

]
(cis-9, trans-11-acido octadecadiendico)

NV:WNV\H,OH

0

(trans-10, cis-12-acido octadecadiendico)

FONTE: adaptado de RODRIGUES, E.; 2003.

2.3.1 Efeito sobre composi¢ao corporal

O tecido adiposo ¢ um oOrgdo dinamico que secreta varios fatores
denominados adipocinas. Estas adipocinas, em sua grande maioria, estdo
relacionadas, direta ou indiretamente, a processos que contribuem na
aterosclerose, hipertensdo arterial, resisténcia insulinica e diabetes tipo 2,
dislipidemias, ou seja, representam o elo entre adiposidade, sindrome metabdlica
e doencgas cardiovasculares. Os adipdcitos, além de importante fungdo como
reservatorio energético corporal, secretam inimeros compostos protéicos € nao
protéicos que agem sobre os proprios adipédcitos e outros tecidos do organismo.
Desta forma, estes fatores modulam o comportamento funcional do tecido
adiposo e outros, a0 mesmo tempo em que cria mecanismos de feedback entre
eles. O fator de necrose tumoral (TNF-a) ¢ uma citocina que age diretamente no
adipocito, promovendo indu¢do de apoptose, inibicao da lipogénese, via inibicao
da expressdo da lipase lipoprotéica, do transportador de glicose (GLUT-4) e da
acetil-CoA sintetase, bem como aumento da lipolise, cumprindo, portanto,
importante papel regulador no acumulo de gordura no tecido adiposo
(HERMSDORFF ¢ MONTEIRO, 2004).

Segundo WANG e JONES (2004), as pesquisas tem mostrado que o ALC,
especificamente o isdbmero trans-10, cis-12, pode reduzir a deposicao de gordura
no tecido adiposo e quantidade de lipidio no corpo, mas parece induzir

resisténcia insulinica, figado e bagco gorduroso em varios animais.
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Estudos realizados com pessoas que apresentavam sobrepeso
demonstraram que a ingestao diaria de 3,4g de ALC produziu uma diminui¢do de
tecido adiposo total sem afetar outros parametros metabolicos, como o numero de
eritrocitos e quantidade de massa magra (BLANKSON et al., 2000).

Em outro estudo, camundongos AKR/J (com forte suscetibilidade a
obesidade) foram alimentados com dieta rica em lipidios com ou sem ALC a 1%
(com predominancia dos isomeros cis-9, trans-11 e trans-10, cis-12), por cinco
semanas. Verificou-se uma reducdo de 50% no peso do tecido adiposo dos
animais alimentados com ALC, quando comparados aos controles. Entretanto, o
peso corporal final foi semelhante, sugerindo tanto aumento da massa magra,
quanto reducao do tecido adiposo nos animais suplementados com ALC (WEST
et al., 2000).

Segundo DUGAN et al. (2004), fazendo um levantamento bibliografico,
observou que de 12 artigos sobre quantidade de gordura na carcaga de suinos e
uso do ALC, 11 apresentaram reducdo de gordura na carcaca e de 10 artigos que
relataram quantidade de carne magra na carcacga de suinos e uso do ALC, nove
mostraram aumento de massa magra.

Existem alguns indicios de que individuos, que obtiveram ganho de peso
recente, sejam mais suscetiveis aos efeitos do ALC; assim como homens obesos
em relacdo a mulheres obesas. Contudo, essas suposi¢cdes ainda sdo
inconsistentes devido a grande variabilidade nos delineamentos experimentais,
especialmente quanto a dose, ao tipo de isdmero(s) usado(s), € ao tempo de
intervengdo (MOURAO et al., 2005).

Usando ratos com seis semanas de idade, alimentando-os com uma dicta
contendo 5% de 6leo de milho e 0,5% de ALC, verificou-se ap6s quatro semanas
uma reducdo de 60% do tecido adiposo. Os autores também descreveram que o
ALC produziu diminui¢do dos niveis de leptina e, uma estimulagdo da atividade
da enzima carnitina palmitoil-transferase (RAHMAN et al., 2001).

Os efeitos do ALC, in vitro, de aumentar a lipolise e reduzir a atividade da

lipase lipoprotéica, foram posteriormente confirmados também em
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camundongos, estando em concordancia com o aumento no gasto energético e
oxidagdo de lipidios em animais. Essa ainda ¢ a teoria predominante quanto aos
possiveis mecanismos de a¢do do ALC sobre a composic¢io corporal (MOURAO
et al., 2005).

Dentre as varias possibilidades de mecanismos de acdo do ALC, PARK et
al. (1997) verificaram um aumento na atividade da lipase hormonio-sensivel, e
conseqiientemente da lipolise em adipdcitos, acompanhado por uma maior
oxidagdo de AGs tanto no musculo esquelético quanto no tecido adiposo e pelo
aumento também da atividade da carnitina palmitoil-transferase.

TSUBOYAMA-KASAOKA et al (2000) demonstraram que houve
diminui¢ao do tecido adiposo branco, usando camundongos alimentados com
uma dieta suplementada por uma mistura de isdmeros de ALC; também
mostraram que o ALC induziu apoptose do tecido adiposo, um efeito que foi
atribuido pelo aumento de secre¢ao do TNFa.

Atualmente alguns estudos sugerem que o ALC tenha um efeito lipolitico
por atuar sobre a atividade da lipase lipoprotéica periférica, estearoil-CoA
desaturase, (FIGURA 1.2) acil CoA oxidase, leptina e ativar os receptores da
proliferacio de peroxissomos (PPARs) (KHOSLA e FUNGWE, 2001;
KAMPHUIS et al., 2003).

Adicionalmente, algumas evidéncias mostraram que varios isomeros do
ALC tém afinidade de ligagao aos PPARs, fatores de transcri¢do que controlam a
beta-oxidagdo, as vias de transporte dos AGs, e diferenciagdo de adipocitos
(KAWADA, 1998).

Entretanto, postula-se que o decréscimo no tecido adiposo de animais
tratados com ALC seja devido a redugdo no tamanho das células. De qualquer
forma, ja se sabe que dentre os diferentes isomeros do ALC, o trans-10, cis-12 ¢
0o que tem maior influéncia sobre as mudancas na composi¢ao corporal em

animais (MOURAO et al., 2005).
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Figura 1.2 - Esquema para os efeitos do acido linoleico conjugado #rans-10, cis-12 sobre os
adipocitos e pré-adipdcitos.

Efeitos do CLA
| Evidéncias | ! Fortes evidéncias ?
apoptose diferenciagao deposicao de AG liptlise
e ——@® -® -( . o
celular T =
| Llipogenese i) Lipaze hormdnio ,
Lipase lipoprotéica () senzivel )

Esteroil-Cob-dessturase () i

Pré-adiptcito Adipécito

FONTE: adaptado de PARIZA et al., 2001.

2.3.2 Efeito sobre concentracao sérica de colesterol e TAG

O colesterol ¢ utilizado pelo organismo para formar os sais biliares
necessarios para correta absorcdo e digestdo dos lipideos e também ¢ um
precursor dos hormoénios esterdides. Os TAG sdo o tipo de gordura mais
importante na dieta e podem ser diferenciados nos alimentos dependendo do tipo
de AGs contidos em cada triglicéride (CASE et al., 1998).

RISERUS et al. (2004) descreveram que o isémero trans-10, cis-12
causou uma evidente diminuicdo do perfil metabolico em homens obesos,
apresentando uma diminuicdo significativa da concentragdo sérica de HDL, com
uma concomitante tendéncia de aumento da concentracao sérica de VLDL.

Entretanto, em estudo posterior com coelhos foi descrito que o ALC
aumentou os niveis de colesterol e de TAG no plasma (KRITCHEVSKY et al.,
2000). Porém em outro estudo com coelhos ndo foi demonstrada qualquer
alteragdo no perfil lipidico plasmatico quando testado o ALC (KRITCHEVSKY
et al., 2002).

Em outro estudo com hamsters, o nivel de TAG aumentou e de colesterol

diminuiu (WILSON et al., 2000).
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NICOLOSI et al. (1997) demonstraram que o ALC reduziu de modo
significativo a concentracao plasmatica de VLDL e colesterol total em hamsters
com hipercolesterolemia.

Testando dietas hiperlipidicas em hamsters, seis animais por grupo foram
alimentados com dietas suplementadas com 1% de acido linoleico ou isdmero
cis-9,trans-11 ou trans-10,cis-12 por dez semanas. Nao houve diferenca
significativa no consumo alimentar e peso corporal final dos animais nos trés
grupos. No entanto, animais que receberam dietas com trans-10, cis-12
apresentaram maior concentragdo plasmatica de TAG e HDL quando
comparados com os animais que receberam acido linoleico (MITCHELL et al.,
2005).

Na corrente sangiiinea o VLDL ¢ catabolizado em LDL. O mecanismo ou
mecanismos pelo qual o ALC pode afetar a secrecdo de VLDL ndo ¢ conhecido,
mas hé indicios oriundos de experimentos com cultura celular, que o ALC
poderia afetar a assimilacdo e secrecdo de VLDL hepatico (McLEOD et al.,
2004).

Em experimento in vitro com isdmero ftrans-10, cis-12 usando cultura
celular de hepatdcitos do tipo G2 foi observada reducdo significativa de secrecao
da apolipoproteina B. Sendo a apolipoproteina B um componente integral dos
TAG e VLDL, isso poderia sugerir que o isomero trans-10, cis-12 pode reduzir
concentragdes no plasma de TAG e VLDL (ROCHE et al., 2001).

Outros estudos in vitro também mostram que o ALC pode inibir a sintese
de AGs pela diminui¢ao da expressio do RNAm para a enzima estearoil-CoA
desaturase no hepatocito, havendo a inibi¢ao da expressao (ou da atividade) da
estearoil-CoA desaturase hepatica. O figado, sendo o 6rgdo chave para a sintese
de TAG, pode ter grande importincia no metabolismo de AGs e TAG. Isso
poderia explicar o achado em experimentos com o isoOmero trans-10, cis-12
quando hé redugdo da secrecao de TAG pelos hepatocitos do tipo G2 (ROCHE et
al., 2001; PARIZA et al., 2001).
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Os mecanismos bioquimicos, celulares e moleculares envolvidos no
desenvolvimento de figado e baco gorduroso nao estdo bem estabelecidos. Ha
sugestoes de que o figado gorduroso poderia ser conseqiiéncia do aumento de
lipogénese no figado em compensagdo da reducdo de deposi¢do de gordura no
tecido adiposo (BOELSTERLI e BEDOUCHA, 2002).

Segundo PARIZA et al. (2001) ndo ha substanciais argumentos para as
diferentes espécies com respeito ao ALC induzir acimulo de gordura no figado.
Camundongos alimentados com dietas suplementadas com ALC tiveram
aumento de figado aparentemente devido ao acumulo de lipideos, enquanto que
hamsters alimentados com dietas suplementadas com ALC desenvolveram
hipertrofia de figado (aumento dos hepatdcitos) o que nao foi devido ao acimulo
de lipideos. Ao contrario, ratos e suinos alimentados com dietas contendo ALC
ndo apresentaram evidéncia de acumulo de lipideos nem aumento de peso do
figado. E importante compreender esse efeito para determinar a base molecular

para essas diferentes nas respostas fisiologicas.

2.3.3 Efeito sobre o sistema imune

Os linfoécitos sdo agranuldcitos, células indiferenciadas entre si pela
microscopia Optica, podem ser diferenciadas pelas técnicas imunocitoquimicas
que detectam o CD (cluster differentiation). Os linfocitos sdo divididos em
linfécitos T, linfocitos B e linfocitos exterminadores naturais (FIGURA 1.3);
sendo o linfécito T responsavel principalmente pelo auxilio ao sistema imune e
resposta imune celular, o linfécito B responsavel pela resposta imune humoral e
os linfocitos exterminadores naturais pela resposta imune inespecifica (MOTTA
Jr, 2005).

Funcionalmente os linfocitos T sdo separados em auxiliares (helper),
citotoxicos e supressor. Cada um deles possui receptores caracteristicos. O
linfocito auxiliar possui receptor CD4+ na superficie, que tem a funcdo de
reconhecer os macréfagos ativados. A funcdo do linfécito T auxiliar €

reguladora. As fungdes principais do linfécito T auxiliar sdo estimular o
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crescimento e proliferacdo de linfocitos T citotoxicos e supressores contra o
antigeno; estimular o crescimento e diferenciacdo dos Linfocitos B em
plasmécitos para produzir anticorpos contra o antigeno e ativar os macrofagos e
auto-estimulagdo (MOTTA Jr, 2005).

O Linfocito T citotoxico possui receptores CD8+, que tem a fungdo de
reconhecer as moléculas do complexo de histocompatibilidade maior (MHC) da
classe-I expressa na superficie da maioria das células nucleadas. Os linfocitos T
supressores sao linfocitos que tem a funcao de modular a resposta imune através
da inibi¢ao da mesma. Ainda ndo se conhece muito a respeito desta célula, mas
sabe-se que ele age através da inativacao dos linfocitos T citotoxicos e auxiliares,
limitando a a¢do deles no organismo numa reacao imune (MOTTA Jr, 2005).

Além das suas proteinas de superficie, os linfécitos podem ser
caracterizados pelos estimulos que os fazem dividir. Os mais importantes desses
estimulos sdo as proteinas chamadas de lectinas, que se conjugam com as
glicoproteinas da superficie celular. Exemplos de lectinas incluem a
fitoemaglutinina e concanavalina A (TIZARD, 2002).

Figura 1.3 — Trés maneiras gerais pelas quais o corpo do animal se defende contra a

invasio microbiana.
Microorganismos invasores

Barreiras fisicas Exemplos: pele, autolimpeza, flora normal
Imunidi inata Exemplos: inflamacgao , lectinas
Imunidade Especifica Células exterminadoras naturais

Linfocito B —p-producio de anticorpos (IgM, IgG, IgA,IgD e IgE)
Linfécito T CD4+ (auxiliar)
CD8+ (citotoxico)

FONTE: adaptado de TIZARD, 1. R., 2002.
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Os efeitos do ALC sobre o sistema imune constituem conhecimentos que
se referem principalmente ao estimulo que exerce na sintese de imunoglobulinas
(Ig), como IgA, IgG, IgM e diminuicao significativa dos niveis de IgE, pelo qual
se presume que o AG poderia ter efeitos favoraveis na preven¢do e/ou tratamento
de certas alergias alimentares (SUGANO ef al., 1998).

Estudos tém demonstrado, em uma relagdo dose dependente, que o
aumento de ALC aumenta o nivel de linfocitos no bago de ratos e a secrecdo de
IgG e IgM por parte dessas células (HAYEK, M. G et al., 1999).

Em uma revisdo, O’SHEA et al. (2004) descreveram que foi observada a
reducdo da concentracdo de IgE depois da alimentacdo com ALC e que essa
diminui¢do de IgE foi acompanhada por um aumento em IgM, IgA e IgG.

A diminui¢do da producao de citocinas proinflamatérias como FNT-a em
modelos humanos e animais pelo ALC, sugere que o efeito imune do ALC ¢
devido a um perfil anti-inflamatério. O FNT- o tem uma agao central na resposta
inflamatéria ¢ ¢ um mediador chave em muitas imunopatologias cronicas,
incluindo caquexia, aterosclerose, cancer, obesidade e reumatismo (O’SHEA et
al., 2004).

Segundo PARIZA et al. (2000), o ALC poderia modular o efeito do FNT-
a por alterar a acdo dos eicosanoides, logo, alterar uma série de atividades
bioldgicas, como a sintese de citocinas e funcdes imunes, incluindo a
apresentacdao de antigenos. Uma hipdtese alternativa ou complementar ¢ que o
ALC interage com os PPARs. Os PPARs (a, &/B e v) s@o receptores de AGs que
regulam a expressdo de genes envolvidos na funcdo imune e de homeostase
energética.

PPARs sdo expressos em muitos tecidos; estudos recentes sugerem que 0s
PPARs estao envolvidos no metabolismo lipidico e de AGs, principalmente no
musculo esquelético. Os AGs como o linolénico, linoleico e araquidonico tendem

a ligar-se principalmente ao PPARa (CLAUSELL e TAVARES, 2004).
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2.3.4 Efeito sobre a glicemia

O possivel efeito dos isomeros de ALC sobre a insulina sangiiinea ¢
confuso ainda, pois a resposta insulinica varia entre as espécies estudadas
(PARIZA et al, 2001).

Tem se sugerido que o isdomero frans-10, cis-12 € o isdmero ativo para o
efeito antiobesidade e tem propriedades de alterar a sensibilidade dos receptores
da insulina (RISERUS et al., 2004; WANG e JONES, 2004).

Em uma revisao, WANG e JONES (2004) descrevem que uma correlacao
inversa foi observada entre a concentracao plasmatica do isdmero trans-10, cis-
12 e de leptina. A leptina ¢ um importante horménio envolvido na manutengdo
da concentracdo de glicose sérica, por ter uma relagdo diretamente proporcional
aos niveis de insulina. Essa seria a razdo considerada para explicar porque
reducdes dos niveis plasmaticos de leptina induzida pelo ALC afetariam a
sensibilidade insulinica.

A resisténcia insulinica ¢ definida como a perda parcial ou completa da
capacidade dos tecidos responderem a insulina. A obesidade ¢ uma condi¢ao que
favorece o desenvolvimento de resisténcia insulinica. Tem-se dito que a
resisténcia insulinica ocorre no obeso como um mecanismo de defesa frente ao
ganho de peso, pois, nesse estado ¢ produzida uma incapacidade do organismo de
captar e oxidar normalmente a glicose promovendo a oxidagdo de lipidios
(MORALES et al., 2003).

Outro mecanismo de acao possivel do ALC seria a partir dos efeitos sobre
o tecido adiposo e musculo esquelético, no qual o PPAR ¢ capaz de regular a

acdo da insulina (CLAUSELL e TAVARES, 2004).

2.3.5 Outros efeitos

O ALC estéd usualmente entre os compostos anticarcinogénicos que atuam
reduzindo tanto a incidéncia de tumor em modelos experimentais de
carcinogénese em ratos, como agentes citotoxicos existentes nas células

cancerigenas. Esses resultados foram também demonstrados em estudos in vitro
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de células cancerigenas de melanoma, carcinoma de colon, carcinoma de
prostata, leucemia, carcinoma de ovario e tumor mamario. Varios estudos
sugerem que o ALC pode atuar por mecanismos antioxidantes, inibicdo da
sintese de nucleotideo, reducdo da atividade proliferativa, inibicdo da formacgao
de DNA tumoral e inibi¢do da ativacdo da carcinogénese (SANTOS et al,
2001).

Em humanos, a acdo do ALC sobre cancer de mama parece ser mais
significativa. O ALC ¢ mais eficiente em seu efeito de prevencao deste tipo de
cancer que o acido oleico, linoleico, eicosapentaendico e docosahexaendico. O
efeito parece ser dose dependente. Foi demonstrado que o ALC exerce efeitos
citotoxicos em cultivos de células de melanoma colon-retal e de cancer mamario
(SANHUEZA et al., 2002).

Segundo BASU et al (2000)', citado por RISERUS et al. (2004), o ALC é
facilmente oxidado, por isso, sugere-se que o aumento da oxidacao lipidica pode
contribuir com efeitos anticarcinogénicos. O ALC induz aumentos significativos
da excre¢do urindria de 8-iso-prostaglandina-F2a (8-iso-PGF,,), um importante
1soprostano, € 15-cetodihidro-prostaglandina-F,,, um importante metabolito da
PGF2a, como indicadores do estimulo enzimatico e¢ nao enzimatico da
peroxidacdo lipidica em humanos. Também observaram que o ALC ndo alterou
as concentragdes plasmaticas de malonaldeido e, as concentragdes de o e y-
tocoferol ndo diminuiram.

RISERUS et al. (2004), observaram em humanos, que o grupo tratado
com ALC (trans-10, cis-12) apresentou uma significativa diminuicao de proteina
C-reativa (CRP) quando comparado com o uso de placebo. Essas mudangas de
CRP foram associadas com as alteracoes de 8-is0-PGF,.

A informagdo sobre o efeito antioxidante atribuido ao ALC ¢ a menos
clara e mais controversa dos efeitos biologicos ja descritos. Estudos realizados in
vitro t€ém demonstrado que o ALC possui uma efetiva capacidade de captar

radicais livres pelo qual se atribui uma atividade antioxidante. O ALC ¢

' BASU, S.; SMEDMAN, A.; VESSBY, B. Conjugated linoleic acid induces lipid peroxidation in
humans. FEBS Lett, v. 468, p. 33-36, 2000.
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considerado como um efetivo inibidor do estresse oxidativo quando comparado
com tocoferois e antioxidantes sintéticos, como o butilhidroxitolueno.
Numerosos trabalhos mencionam sua atividade antioxidante comparavel a dos
antioxidantes sintéticos convencionais (SANHUEZA et al.,, 2002).

Em estudo com hamsters alimentados com dietas contendo 0,06% a 1,1%
de ALC e 1,1% de acido linoleico, a relagao tocoferol plasmatico/ colesterol total
aumentou até 86% e, em forma proporcional a adicdo de ALC. Esta informagao
sugere que o ALC teria um efeito de poupar a capacidade antioxidante do
plasma, atividade que poderia de alguma maneira ser relacionada com efeitos
antiaterogénicos (NICOLOSI, R. J. et al., 1997).

Segundo O’SHEA et al. (2004), a adicao de ALC em dietas parece afetar
de modo diferente os mecanismos imunes envolvidos em reacdes alérgicas e
infecciosas. O ALC reduz a secrecdo de prostaglandinas-E2 e interleucina-12
pelos mondcitos ou macroéfagos. Também foi observada uma diminuicdo na

producdo de leucotrienos e prostaglandinas em animais alimentados com ALC.
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CAPITULO 2 - DIGESTIBILIDADE DOS NUTRIENTES COM A
INCLUSAO DE ACIDO LINOLEICO CONJUGADO NA DIETA DE
CAES

RESUMO - Foram realizados dois ensaios de digestibilidade utilizando caes da
raca Beagle com sete e 15 meses de idade, com o objetivo de avaliar o efeito da
inclusdo do acido linoleico conjugado (ALC) sobre a digestibilidade da matéria
seca e nutrientes em caes. Os animais foram alimentados individualmente duas
vezes ao dia, sendo o fornecimento de dgua a vontade. As dietas experimentais
eram isonutritivas, diferindo apenas quanto a inclusdo de ALC, tomando-se o
cuidado de acrescentar a dieta controle uma quantidade de lipideos na forma de
gordura de frango equivalente a quantidade de ALC adicionada (0,3%), para que
as dietas fossem isoenergéticas. Os coeficientes de digestibilidade aparente de
matéria seca, proteina bruta, extrato etéreo e extrativos nao nitrogenados nao
foram afetados pela inclusdo de 4cido linoleico conjugado, mostrando que a
adicdo do produto ndo interferiu no processo de digestio dos nutrientes. Em
ambos ensaios de digestibilidade, observou-se um valor de energia metabolizavel
superior para as dietas com inclusdo de 4cido linoleico conjugado (p<0,01)

quando comparada com a dieta controle.

Palavras-chave: caes, CLA, digestibilidade, energia metabolizavel
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1. INTRODUCAO

Normalmente os rotulos das ragdes para caes trazem valores da
composi¢ao nutricional minima (para proteina bruta, extrato etéreo e fosforo) e
maxima (para umidade, fibra bruta, cinzas ou matéria mineral e calcio).
Entretanto, ndo dispdem de dados referentes a digestibilidade e ao valor
biologico da proteina. Quando se avalia alimento para cdes, os valores da
composi¢ao nutricional sdo importantes, porém ndao menos importantes sao os
valores de palatabilidade e digestibilidade (LOBO IR et al., 2001).

Os testes de digestibilidade aparentes t€ém como funcao estimar o quanto
de alimento ¢ absorvido e aproveitado apoOs sofrer os processos de digestdo e
absorcao pelo trato gastrointestinal. O teste ¢ chamado “digestibilidade aparente”
pois nas andlises bromatologicas das fezes o resultado ¢ a composigdo das fezes,
que na realidade, ndo sao compostas apenas de residuos da dieta. Existem
diversos processos no organismo que acrescentam substancias as fezes e que
alteram os resultados: secre¢des de c€lulas do intestino, células mortas, bactérias
e seus produtos, bile, enzimas digestivas. Apesar dessas desvantagens, o teste de
digestibilidade aparente ¢ muito eficaz para estimar a digestibilidade de
nutrientes (exceto a matéria mineral) (ANDRIGUETTO et al., 1981).

O ALC ¢ um termo coletivo para definir um grupo de isdmeros
posicionais e geométricos. Alguns trabalhos t€ém mostrado menor deposi¢ao de
gordura corporal, em modelos animais e humanos recebendo dietas
suplementadas com ALC. O aumento do metabolismo energético induzido pelo
ALC ¢ um dos varios mecanismos sugeridos para explicar a diminui¢cdo da
gordura corporal (CHOI ef al., 2004).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do fornecimento de 4cido
linoleico conjugado sobre a digestibilidade da matéria seca e nutrientes em caes

da raca Beagle com sete e 15 meses de idade.
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2. MATERIAL E METODO

Este experimento foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com

Animais da PUCPR, sob registro no CEPA/PUCPR n° 23.

2.1. LOCAL DO EXPERIMENTO

O experimento foi desenvolvido no Laboratério de Estudos de Nutricdo

Canina, do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal do Parana.

2.2. GRUPO EXPERIMENTAL

Foram utilizados 16 caes da raca Beagle, aos sete e 15 meses de idade;
sendo dez fémeas e seis machos. Os animais foram cedidos por um canil
particular, sendo oriundos de trés ninhadas com datas de nascimento
aproximadas. Os caes foram divididos aleatoriamente em dois grupos: controle e

ALC.

2.3. DIETAS EXPERIMENTAIS

Os ingredientes utilizados na formula¢do de ambas as dietas foram os
mesmos, com excecdo do ALC que foi acrescentado somente na dieta ALC
(TABELA 2.1). O produto usado neste experimento possui uma mistura

preponderante de dois isdmeros (cis-9, trans-11 e trans-10, cis-12).

' LUTA-CLA 60 é um 6leo liquido incolor, composto de 60% de éster de metil de 4cido linoleico
conjugado, com uma propor¢ao de isdmeros de 1:1 (cis-9, trans-11; trans-10, cis-12).
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O ALC usado neste experimento ¢ um 6leo de origem vegetal (6leo de
girassol), contendo cerca de 60% de ALC, na propor¢ao de 1:1 dos isdmeros cis-
9, trans-11: trans-10, cis-12; isdbmeros obtidos através de reacdes quimicas. O
restante do produto consiste em outros isdmeros do acido linoleico (menos que
1% cada) e outros 4cidos graxos (acido oleico-22%, acido palmitico—6%, acido

estearico— 4%, acido linoleico—2%) (COUSINS® et al., 2004).

TABELA 2.1 - Ingredientes usados na formulacio das dietas controle e teste (ALC).

Ingrediente Controle (kg/t) ALC(kg/t)
Farelo de Milho 50 50
Quirera de Milho 100 100
Farelo de Soja 70 70
Quirera de Arroz 320 320
Levedura de Cerveja 10 10
Farinha de Peixe 45 45
Farinha de Visceras de Aves 320 320
Oleo de Milho 10 10
Leite em Po Integral 9 9
Sal Comum 4,56 4,56
Aroma de Alho 0,04 0,04
Vitamina C 0,15 0,15
Aroma de Leite em Po 5 5
Anti-oxidante 0,20 0,20
Aroma de Leite 0,25 0,25
Yucca 0,25 0,25
Beterraba em Po 3 3
Adsorvente de Micotoxinas 0,50 0,50
Premix Vitaminico / Mineral 5 5
Ovo em Po 8 8
Plasma 8 8
Minerais Complexados 0,5 0,5
Extrato Levedura (MOS) 1,0 1,0
Oleo de aves 30 25

LUTA-CLA 60 0 5
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Em ambas as dietas; uma fracdo de palatabilizante foi acrescentada na
fabrica de racdo da Fazenda Experimental Cangiiiri da UFPR, sendo
acrescentado também ALC na dieta teste (ALC). A mistura dos croquetes com o
0leo foi feita num misturador do tipo duplo cone (35 rpm) deixando-se 15
minutos para misturar 75 kg de racdo. A ragdo controle era misturada antes da
ragao ALC.

Parte das amostras de ragdo foi congelada enquanto que o restante foi
usado para as andlises de proteina bruta (PB), extrato etéreo (EE), fibra bruta
(FB), residuo mineral (RM), calcio (Ca) e fosforo (P); de acordo com SILVA
(1998).

A agua foi fornecida ad libitum. Enquanto que a alimentacdo durante
todo o periodo experimental foi fornecida duas vezes ao dia, as 10 e 18 horas, a
quantidade fornecida por animal foi calculada através da necessidade energética
diaria de mantenga, calculada através da equagdo 132 x peso corporal®” (NRC,
1974), ajustada de acordo com a fase de crescimento e temperatura do ambiente
(ANEXO 2 — TABELA 2.5). Sendo também utilizada a equagdo para calcular a
energia metabolizavel (EM) do alimento, EM (Kcal/100g de alimento) = (3,5 x
PB) + (8,5 x EE) + (3,5 x ENN); para ser possivel calcular a ingestdo diaria

necessaria para cada cao.

2.4. ENSAIO DE DIGESTIBILIDADE

Foram realizados dois ensaios de digestibilidade durante o experimento,
aos sete e aos 15 meses de idade. Ambos os ensaios tiveram a fase de adaptacao e
a fase de coleta. A fase de adapt¢do teve duragdo de cinco dias com a finalidade
do animal se adaptar a gaiola metabdlica e a dieta.

Na fase de coleta, as amostras de fezes foram coletadas duas vezes por

dia, sendo identificadas e armazenadas em freezer. As fezes produzidas pelos
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cdes durante o experimento foram de boa qualidade, ndo sendo verificados
episodios de diarréia ou constipacdo. Os pacotes com as amostras foram
identificados com etiquetas contendo o nome do cdo, tratamento (controle ou
ALC), data e periodo (manha ou tarde) de coleta.

No final da fase de coleta (120 horas), as amostras individuais foram
descongeladas e homogeneizadas em recipientes de aluminio previamente
identificado. As amostras foram levadas para a estufa a 65°C durante 48 horas.
Apos esse periodo, as amostras foram moidas e armazenadas em frascos
esterilizados ja identificados.

As andlises para PB, EE, FB, RM, Ca e P das ra¢des e fezes foram feitas
de acordo com SILVA (1998). Para analise de energia bruta das ragdes e fezes,
foi usada a bomba calorimétrica. Todas as andlises foram feitas em duplicata,
sendo refeito caso desse uma diferenca acima de 5% entre os resultados das

analises.

2.4.1 Caes com sete meses de idade
Para este ensaio de digestibilidade foram utilizados 12 cdes. Os caes
foram mantidos nas proprias baias separadas por uma grade durante oito dias,

trés dias para se adaptarem a limitacao do espago e cinco dias para fase de coleta.

2.4.2 Caes com 15 meses de idade

No segundo ensaio de digestibilidade, a fase de adaptacdao foi de cinco
dias, assim como a fase de coleta, segundo recomendagdo da AAFCO (2000). Os
dezesseis cdes foram alojados em gaiolas metabodlicas individuais (ANEXO 2 —

FIGURA 2.1).

2.5 ANALISE ESTATISTICA

O experimento seguiu um delineamento inteiramente casualizado, com 12

unidades experimentais no primeiro ensaio com seis repeticdes por tratamento e
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16 unidades experimentais no segundo ensaio de digestibilidade com oito
repeticoes, sendo avaliado dois tratamentos em ambos experimentos. Os
coeficientes de digestibilidade aparente e energia metabolizdvel foram
submetidos inicialmente ao teste de Bartlett para verificar homogeneidade das
variancias dos tratamentos, para posterior andlise de variancia e, as médias

comparadas pelo teste de T a 5% de probabilidade.

3. RESULTADOS

Por meio da TABELA 2.2 verifica-se o resultado da andlise laboratorial
das dietas e das TABELAS 2.3 e 2.4, os coeficientes de digestibilidade aparente

(média + desvio padrdo) para sete e 15 meses de idade, respectivamente.

TABELA 2.2 — Analise laboratorial das dietas fornecidas para o grupo controle e ALC.
CONTROLE ALC

Umidade % 8,42 8,72
PB (proteina bruta) % 26,77 26,32
EE (extrato etéreo) % 9,52 9,58
FB (fibra bruta) % 1,09 1,23
RM (residuo mineral) % 9,97 9,84
Ca (calcio) % 2,70 2,60
P (fosforo) % 1,32 1,32

ENN (extrativos ndo nitrogenados) % 44,23 44,31
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TABELA 2.3 — Coeficientes de digestibilidade e energia metabolizavel de dietas fornecidas
para cies com sete meses de idade.

Coeficiente de Digestibilidade (%) EM
Dieta MS PB EE ENN (kcal/kg)
Controle 92,11£1,97 84,03+£3,23  90,43+£2,97 91,28+2,01 33852°+111,2
ALC 92,65+0,63 84,04+1,95 92,34+1,03 91,10+0,83  3547,6°+ 51,6
P 0,5428 0,9933 0,1686 0,8476 0,0088
CV (%) 3,61 3,02 2,56 1,60 3,42

“b _ Médias seguidas de letras miniisculas diferentes na coluna diferem entre si a 5 % de significancia
segundo Teste T.

p - Valor de Probabilidade.

CV — Coeficiente de variacao.

TABELA 2.4- Coeficientes de digestibilidade e energia metabolizavel de dietas fornecidas
para cies com 15 meses de idade.

Coeficiente de Digestibilidade (%) EM
Dieta MS PB EE ENN (kcal/kg)
Controle 02,37+0,45 85,09+1,12 93,97+1,21 91,22+1,25 3472,9°+ 36,6
ALC 92,86+1,18 86,50+2,53  93,99+0,97 92,59+1,46 3581,7*£ 63,5
)% 0,2941 0,1739 0,9661 0,0644 0,0009
CV (%) 0,97 2,36 1,13 1,62 2,13

+® . Médias seguidas de letras mintsculas diferentes na coluna diferem entre si a 5% de significancia
segundo teste T.
p - Valor de Probabilidade.

4. DISCUSSAO

Na avaliacdo dos coeficientes de digestibilidade aparente para caes com
sete e 15 meses de idade ndo foram observadas diferengas significativas entre os
grupos controle e ALC. Estes dados corroboram com os encontrados por
COUSINS et al. (2004).

COUSINS et al. (2004") conduziram um experimento de ensaio de
digestibilidade com caes da raga Beagle adultos, seguindo protocolo da AAFCO,
usando dietas com e sem ALC (0,5%). Observaram que nao houve diferenca

significativa entre os coeficientes de digestibilidade para matéria seca, energia,
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proteina, gordura e extrativos ndo nitrogenados entre as dietas controle e ALC.
Concluindo que o ALC ndo exerce efeito negativo sobre a digestibilidade de
nutrientes.

No entanto houve diferenga significativa para energia metabolizavel entre
as dietas controle e ALC, tanto para o ensaio de digestibilidade com caes de sete
como de 15 meses de idade. Este achado nao foi observado em experimento
conduzido por COUSINS ez al. (2004%).

A 1dade do cdo ¢ uma importante caracteristica que deve ser considerada
ao se interpretar resultados de experimentos nutricionais € de casos clinicos
(SWANSON et al., 2004).

Em estudos com camundongos que receberam dieta com ALC, observou-
se uma diminui¢do da ingestdo de energia e de depdsito de gordura, além de um
aumento da velocidade metabdlica e taxa respiratoria; efeitos que resultam em
uma diminui¢ao do acumulo de gordura corporal (WEST ef al., 1998; OHNUKI
etal.,2001; TERPSTRA et al., 2002).

Segundo TERPSTRA et al. (2002) foi observado também que o ALC
aumentou a excrecao de energia nas fezes e obteve-se significativa diminui¢do na
digestibilidade aparente de energia bruta. A digestibilidade aparente de gordura
nos camundongos que receberam alimentacdo restrita com ALC foi

significativamente menor que o grupo controle.

5. CONCLUSOES

* Os coeficientes de digestibilidade aparente dos nutrientes e matéria seca nao
foram afetados pela inclusao do ALC em dietas para caes da raca Beagle aos sete

e 15 meses de idade.
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* A energia metabolizdvel do alimento suplementado com ALC mostrou-se
significativamente superior ao alimento controle em ambos ensaios de

digestibilidade (p<0,01).
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ANEXO 2- DIGESTIBILIDADE DOS NUTRIENTES COM A INCLUSAO DE
ACIDO LINOLEICO CONJUGADO NA DIETA DE CAES

TABELA 2.5- Necessidade energética de cies nas diferentes fases de vida.

Estagio Necessidade energética (NE)
40% do peso adulto 1,6 x NE adulto
80% do peso adulto 1,2 x NE adulto
Temperatura ambiente baixa 1,2 a 1,8 x NE adulto

FONTE: adaptado de FRAGA, V.0

2 FRAGA, V.O. Necessidades Nutricionais ¢ Alimentos para Caes. In: Workshop sobre Manejo e
Nutricio de Caes e Gatos. Pirassununga: ZAZ/FZEA/USP, p.29-39, 2001.
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CAPITULO 3 — EFEITOS DO ACIDO LINOLEICO CONJUGADO
SOBRE COMPOSICAO CORPORAL DE CAES DA RACA
BEAGLE

RESUMO - H4 muitos procedimentos que podem ser realizados para determinar
a composicao corporal. Estimativas subjetivas podem ser realizadas para se obter
o indice de massa corporal. No entanto, ha pouca informacao descrita sobre essa
técnica em caes, sendo pouco utilizada e estudada apesar de ser facilmente
realizada e ter baixo custo. O escore corporal ¢ um tipo de mensuracao subjetiva
que pode avaliar a quantidade de gordura corporal do animal. Este experimento
foi realizado com 16 caes da raca Beagle na fase de crescimento, divididos em
dois grupos experimentais e submetidos a distintas dietas (dieta controle versus
dieta teste contendo ALC). O objetivo deste experimento foi avaliar o efeito do
acido linoleico conjugado sobre a composi¢ao corporal dos caes durante a fase de
crescimento. As mensuragdes subjetivas foram realizadas mensalmente, dos seis
aos 17 meses de idade dos cdes. Resultados obtidos para consumo alimentar,
peso, qualidade das fezes, escore corporal, altura, circunferéncia do torax e
abdomen ndo apresentaram diferencgas significativas quando comparado o grupo
ALC com o grupo controle. No entanto, o grupo ALC apresentou menor
circunferéncia da coxa aos nove meses de idade quando comparado ao grupo

controle.

PALAVRAS-CHAVE: biometria, caes, CLA, composi¢ao corporal
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1. INTRODUCAO

A agdo redutora do peso corporal atribuida ao 4cido linoleico conjugado
(ALC) tem estimulado uma crescente exploracdo comercial deste tipo de acido
graxo. Em muitos estudos, ndo foi notada uma diminui¢do da ingestdo de
alimento, mas sim uma redu¢ao de gordura e peso corporal (SANHUEZA et al.,
2002). O efeito do ALC sobre peso corporal foi analisado em varios animais,
camundongos, ratos e suinos. Muitos estudos mostram que o ALC diminui o
ganho de peso, enquanto outros ndo mostram nenhum efeito (WANG e JONES,
2004). Especialmente em camundongos, o ALC parece afetar substancialmente a
composicao corporal pela reducao de tecido adiposo, porém de forma mais lenta
do que em ratos (PARK ez al., 1999).

Camundongos suplementados com 0,5% de ALC (com predominancia dos
isomeros cis-9, trans-11 e trans-10, cis-12, 1:1) exibiram diminui¢do de 60% da
gordura corporal e aumento de 14% na massa magra, quando comparados com 0s
controles. Verificou-se, ainda, nesse trabalho, reducdo na atividade da lipase
lipoprotéica em cultura de adipocitos 3T3-L1, também tratados com 0,0029% de
ALC, e maior liberagdo de acidos graxos, possivelmente pela reducdo da
deposicao de lipidios e aumento da lipolise (PARK et al., 1997).

Segundo WANG e JONES (2004), os mecanismos de acdo do ALC para o
efeito antiobesidade incluem: diminuicdo da ingestdo energética e de alimento,
diminui¢do da lipogénese e, aumento do gasto energético, lipolise, e oxidagdo de
gordura.

Havendo tanta divergéncia da literatura cientifica atual sobre o efeito do
ALC na composi¢ao corporal, este trabalho teve como objetivo avaliar alteracoes
da composi¢ao corporal dos caes da raga Beagle durante a fase de crescimento,
através de pesagem, e mensuragdes subjetivas como circunferéncia abdominal,

toracica e da coxa.
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2. MATERIAL E METODOS

Este experimento foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com

Animais da PUCPR, sob registro no CEPA/PUCPR n° 23.

2.1 LOCAL E PERIODO DO EXPERIMENTO

O experimento foi desenvolvido no Laboratério de Estudos de Nutricdo
Canina, do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal do Parana. O
periodo para realizacdo da fase experimental da pesquisa foi de 11 meses,
iniciando em setembro de 2003 e finalizando em outubro de 2004. Os dois
primeiros meses foram destinados a adaptagdo dos caes ao alimento, instalagdes e
manejo e; realizacdo de exames fisico, hematoldgico, bioquimico e

coproparasitologico em cada cao, para atestar sua higidez.

2.1.1 Grupo Experimental
Foram utilizados 16 caes da raga Beagle, durante o periodo de
crescimento, dos seis aos 17 meses de idade; sendo dez fémeas e seis machos.
Foram divididos aleatoriamente em dois grupos: controle e teste (ALC)

(ANEXO 3 - TABELA 3.9).

2.1.2 Instalagoes

Durante todo o periodo experimental os animais foram alojados em oito
baias, sendo distribuidos de forma a permanecerem dois animais de mesmo sexo
por baia. As baias apresentavam piso de cimento ¢ mediam cerca de 1,5m de
largura por 2m de comprimento. Os caes ficavam soltos por uma média de seis

horas por dia numa 4rea de cerca de 1000m* (ANEXO 3 — FIGURA 3.3 ¢ 3.4).
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2.2 DIETAS EXPERIMENTAIS

Os ingredientes utilizados na formulacdo de ambas as dietas foram os
mesmos, com excecdo do ALC que foi acrescentado somente na dieta teste
(0,3%). O produto usado neste experimento possui uma mistura predominante de
dois isémeros (cis-9, trans-11 e trans-10, cis-12).

A 4gua foi fornecida ad libitum, enquanto que a alimentacdo durante
todo o periodo experimental foi fornecida duas vezes ao dia, as 10 e 18 horas. A
quantidade fornecida por animal foi calculada através da necessidade energética
diaria de mantenca, ajustada de acordo com a fase de crescimento e temperatura
do ambiente. Durante os dois primeiros meses os cdes foram adaptados a
ingerirem o alimento em locais pré-estabelecidos das baias (ANEXO 3 —
FIGURA 3.2), bem como ndo trocarem de prato e que permaneceriam com o
prato por até 30 minutos. Os pratos utilizados foram identificados
individualmente para facilitar a pesagem da comida oferecida e o resto de

alimento.

2.3 AVALIACAO DO CONSUMO ALIMENTAR E ESCORE DE FEZES

Durante todo o experimento, a quantidade fornecida de alimento foi
anotada de manha e de tarde, bem como as sobras. O consumo de alimento diario
de cada cao foi mensurado pesando a quantidade de alimento fornecida menos a
sobra. Mesmo os cades tendo sido treinados para ndo trocarem de prato, para
evitar erros, durante a ingestdo do alimento sempre alguém acompanhava os
animais na baia.

A consisténcia das fezes foi anotada diariamente em todo o periodo
experimental através da utilizagdo de escores (ANEXO 3 — TABELA 3.10).

2.4 AVALIACAO DA CONDICAO CORPORAL

' LUTA-CLA 60 é um 6leo liquido incolor, composto de 60% de éster de metil de 4cido linoleico
conjugado, com uma propor¢ao de isdmeros de 1:1 (cis-9, trans-11; trans-10, cis-12).
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Os caes foram pesados a cada duas semanas, sempre em jejum, para
avaliagdo da manuten¢do de peso. Mensalmente, a espessura da pele foi medida
com o paquimetro na regido dorsal do pescoco (entre as pontas das escapulas); o
escore corporal (ANEXO 3 — FIGURA 3.5) durante todo o experimento foi
avaliado pela mesma pessoa, a qual nao sabia a que grupo os animais pertenciam,
evitando dados nao confiaveis.

Também, mensalmente, para avaliar crescimento e deposito de gordura
subcutanea foram usados métodos subjetivos, como, mensuracdo do
comprimento do corpo (da ponta do focinho até a ponta da cauda com o cao em
estagdo); altura (ponta da escapula até o piso com o cdo em estacdo);
circunferéncia da coxa do membro posterior esquerdo (cdo em decubito lateral
direito € 0 membro posterior esquerdo em extensao; ponto médio entre a patela e
o trocanter maior do fémur); circunferéncia toracica (com o cdo em estacao no
sétimo espaco intercostal) e a circunferéncia abdominal (ponto médio entre a asa
do ileo e a Gltima vértebra toracica com o cdo em estagdo); todas essas medidas
foram mensuradas com o auxilio de uma fita métrica, sendo mensuradas trés
vezes e depois feita a média entre as trés medidas anotadas.

Durante o experimento para atestar a saide dos cdes e comparagdes no
final do experimento, mensalmente, foi realizada ausculta cardiaca e pulmonar,
contagem de movimentos respiratorios e batimentos cardiacos por minuto, tempo
de preenchimento capilar, aferigdo da temperatura corporal, verificagdo da

coloragdo das mucosas e tamanho dos linfonodos (axilar, cervical e popliteal).

2.5 ANALISE ESTATISTICA

Utilizou-se um delineamento inteiramente ao acaso com parcela
subdividida no tempo, sendo cada tratamento com oito repetigoes.
Os resultados foram submetidos a analise de variancia. Inicialmente as

variancias dos tratamentos foram avaliadas quanto a sua homogeneidade pelo
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teste de Bartlett. As varidveis que apresentaram heterogeneidade tiveram os
valores originais transformados para posterior andlise de variancia.

A variavel circunferéncia da coxa apresentou variancias dos tratamentos
ndo homogéneas, requerendo transformacdo dos dados (logaritmo) antes de se
realizar a analise de variancia.

Quando os resultados revelaram existir diferencas estatisticamente
significantes entre médias de tratamentos, as médias foram comparadas pelo teste

de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

3. RESULTADOS

3.1 AVALIACAO DO CONSUMO ALIMENTAR E ESCORE FECAL

Para consumo alimentar, nao se verificou interagao entre os fatores dieta e
idade, indicando que seus efeitos sao independentes. No entanto, para idade dos
caes houve diferenca estatistica significativa (p<0,01) (TABELA 3.1).

TABELA 3.1 — Consumo mensal em quilogramas por individuo aos oito, 12 e 16 meses de
idade.

Idade (meses)

Dieta 8 12 16
Controle 6,38°+ 0,60 7,37°+ 0,64 9,14*+ 0,49
ALC 6,81°+0,65 7,48+ 0,48 9,31°+£ 0,51
CV (%) 8,86 7,42 5,31
XZ 1,26 ns
Probabilidades
Dieta (D) -
Idade (I) 0,0001
D*I -

*be _ Médias seguidas de letras mintisculas diferentes na linha diferem entre si pelo teste Tukey (p<0,05).
" - ndo significativo
CV — Coeficiente de variagdo; y>- qui-quadrado.

Na FIGURA 3.1 observa-se o grafico para consumo alimentar.
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FIGURA 3.1- Consumo alimentar mensal por individuo do grupo controle e ALC aos oito,
12 e 16 meses de idade.

10 4

[] Controle
B ALC

Consumo mensal por individuo (Kg)

8 12 16
I[dade (meses)

Para escore fecal, ndo foram observadas diferencas estatisticas

significativas durante todo o periodo experimental (TABELA 3.2).

Tabela 3.2- Mediana do escore fecal para o grupo controle e ALC aos seis, oito, dez, 12, 14
e 16 meses de idade.

Idade (meses)

Dieta 6 8 10 12 14 16
Controle 3 4 3 3 3 3

ALC 3 3 3 4 3 3

CV (%) 5,81 7,32 6,12 6,59 4,83 5,75
Probabilidades
Dieta (D) 0,2940
Idade (I) 0,2637
D*I -

CV — Coeficiente de variagao.

3.2 AVALIACAO DA CONDICAO CORPORAL

3.2.1 Peso vivo e escore corporal

Foi observada diferenca estatistica significativa somente para o fator idade

dos caes (p<0,01) (TABELA 3.3).
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TABELA 3.3— Peso vivo dos cies em quilograma aos seis, dez e 16'2 de idade, para os
grupos controle e ALC.

Idade (meses)

Dieta 6 10 16Y%
Controle 9,69°+ 1,27 10,91*+ 1,35 11,14*+ 1,21
ALC 9,71°+ 1,11 10,74*+ 1,42 10,88*+ 1,30
CV (%) 11,90 12,36 11,11
N 247"
Probabilidades
Dieta (D) -
Idade (1) 0,0001
D*I -

*b_ Médias seguidas de letras minasculas diferentes na linha diferem entre si pelo teste Tukey (p<0,05).
CV — Coeficiente de variacao

¥2- qui-quadrado
" _ ndo significativo.

Escore corporal nao apresentou diferenga estatistica significativa durante o

experimento (TABELA 3.4).

Tabela 3.4 - Mediana do escore corporal para os tratamentos controle e ALC durante a
fase de crescimento.

Idade (meses)

Dieta 6 8 10 12 14 16
Controle 3 3 3 3 3 3

ALC 3 3 3 3 3 3

CV (%) 15,06 17,39 8,16 15,06 8,51 8,79
Probabilidades
Dieta (D) 0,2710
Idade (I) 0,2047
D*] -

CV — Coeficiente de variagao.

3.2.2 Altura

Por meio da TABELA 3.5 observa-se diferencga estatistica significativa

somente para idade dos caes.
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Tabela 3.5 - Altura dos cées dos grupos controle e ALC nas seguintes idades: 12, 13, 14,

15 e 16 meses.

Idade (meses)

Dieta 12 13 14 15 16
Controle 38.2° 38.6%° 38.6%° 38.9%° 39.3?
ALC 37.7° 38.15¢ 38.32b¢ 38.8° 39.3?
CV (%) 7,43 7,19 6,20 5,83 6,04
Xz 2,8 1

Probabilidades
Dieta (D) -
Idade (I) 0,0001
D*I -

*b-_ Médias seguidas de letras mintsculas diferentes na linha diferem entre si pelo teste Tukey (p<0,05).
CV — Coeficiente de variagdo

Y%~ qui-quadrado
0 e
- nio significativo.

3.2.3 Mensuragao da circunferéncia do torax, abdoémen ¢ da coxa.

Nas TABELAS 3.6, 3.7 e 3.8 observa-se as médias e desvio padrao da

circunferéncia do toérax, abdoémen e da coxa, respectivamente.



TABELA 3.6- Circunferéncia toracica dos grupos controle e ALC dos ciies da raca Beagle durante a fase de crescimento.
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Circunferéncia do torax (cm)

Idade (meses)

6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Controle  47,6"™+3,8  48,1*>429  46,9>+2.7 46,6422 46,8+4,3 49,8**+1,9 50,1° 2.4 48,6423 49,0""+23 49,9°+2 .4 50,2°+2.,4
ALC 47,2%42.5 48,5122 47,9**+2 4 46,3°+3,8 46,4°+4.4 48,6*°+2,6 49,2**+1.9 48,0**+2,0 48,9**+2 2 50,1°+1,9 49,4°+2 8
CV(%) 6,53 5,19 5,27 6,42 9,03 4,67 4,31 4,42 4,45 4,24 5,20
abe _ Médias seguidas de letras minusculas diferentes na linha diferem entre si pelo teste Tukey (p<0,05).
TABELA 3.7- Circunferéncia abdominal dos grupos controle e ALC dos cies da raca Beagle durante a fase de crescimento.

Circunferéncia abdominal (cm)
Idade (meses)

6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Controle 43,3432 42,8042 3 41,2%0<+].8 38,902,2 41,2*>£3.4  40,8*x1,4 41,317 39,6%+2.5 39,0°42,3 43,0°+2,7 40,8*£3,5
ALC 42,8042 8 42 6°>+2 5 41,0425  38,0°>+3.0 394436 393425 403420 38,0423 38,6424 41,5427 39 7°°+30
CV (%) 6,79 5,44 5,07 6,74 8,71 5,18 4,57 6,28 5,86 6,37 7,93
*b-c_ Médias seguidas de letras minusculas diferentes na linha diferem entre si pelo teste Tukey (p<0,05).
TABELA 3.8 - Circunferéncia da coxa dos grupos controle e ALC dos cies da raca Beagle durante a fase de crescimento.

Circunferéncia da coxa (cm)
Idade (meses)

6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Controle  30,4*+3.4 30,8+2,0 253415 26,8™4+1,1  253%1,3  23,8*40,8 23,8%+0,8 23,4404 22,7°£0,6 22,4%0,7 22,39+0,9
ALC 28,4'+£3,1 29,5422 23,8™424  252°8+15 25,3°+1,2 23,3%940,7  23.,8*+0,8  22,9%+0,7 22,6405  22,6%+0,6 22,0%£1,0
CV(%) 11,22 7,16 8,50 5,84 4,81 3,30 3,32 2,53 2,31 2,77 4,07

abed _ Médias seguidas de letras minusculas diferentes na linha diferem entre si pelo teste Tukey (p<0,05).
AB _M¢édias seguidas de letras maiusculas diferentes na coluna diferem entre si a 5 % de significAncia segundo o Teste Tukey.
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4. DISCUSSAO

Neste experimento, para consumo alimentar, ndo se verificou interacao
entre os fatores dieta e idade, indicando que seus efeitos sdo independentes. No
entanto, para idade dos cdes houve diferenga estatistica significativa,
concordando com as necessidades energéticas descritas por FRAGA (2001) para
caes nas diferentes fases de vida.

Segundo FRAGA (2001), a recomendac¢do da quantidade de nutrientes
necessarios ¢ baseada na energia contida na dieta. As informagdes disponiveis
sdo variaveis ¢ dependem de diversos fatores, entre eles a idade, funcao, estado
fisiologico e condi¢ao ambiental.

A taxa de crescimento nos primeiros estagios ¢ muito rapida e, em geral,
muitas ragas de cdes atingem 50% do peso adulto com uma idade entre 5 a 6
meses. Entretanto por causa da grande variedade em peso corporal, ragas
diferentes tém taxas de crescimento diferentes. Em geral caes de porte grande
levam mais tempo para atingirem o peso adulto que cdes de raga de porte
pequeno. O Beagle, considerado cao de porte médio tende a crescer até cerca de
12 meses. Durante o crescimento os filhotes multiplicam seu peso de nascimento
por 40 a 60 vezes, logo aumentam seu consumo gradativamente também (WILL
e MORRIS, 1996).

CHOI et al. (2004), observaram que a ingestdo de alimento foi similar em
todos os grupos, usando ratos alimentados com dieta suplementada com mistura
de isdmeros de ALC ou apenas o isomero cis-9, trans-11 ou trans-10, cis-12 a
1% por oito semanas.

COUSINS et al. (2004%) observaram que os caes alimentados com ALC
tiveram aproximadamente a mesma ingestdo didria de energia que o grupo

controle.
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Segundo TERPSTRA et al. (2002), ndao foi observada diferenca
significativa entre o consumo dos grupos teste e controle, mesmo entre os
camundongos que receberam alimentacao restrita e a vontade.

Para escore fecal, neste experimento, ndo foram observadas diferencas
estatisticas significativas durante todo o periodo experimental, corroborando com
o descrito por COUSINS et al. (2004%) e SWANSON et al. (2004).

O peso vivo dos caes ndo demonstrou diferenca significativa entre os
grupos, somente para o fator idade, achado explicado porque foram avaliados
caes durante a fase de crescimento neste experimento.

A idade do cdo ¢ uma importante caracteristica que deve ser considerada
ao se interpretar resultados de experimentos nutricionais (SWANSON et al.,
2004).

Usando caes da raca Beagle na fase de crescimento e dietas suplementadas
ou ndo com ALC em varias concentra¢cdes, COUSINS et al. (2004°) ndo
observaram diferenga significativa entre os tratamentos para peso corporal.
Estando o aumento do peso observado de acordo com a curva de crescimento
normal.

Foi realizado por SWANSON et al. (2004) um estudo com caes em
crescimento e idosos, usando dois tipos de dietas, uma com base em produtos de
origem animal e outra com ingredientes de origem vegetal. A duracdo do
experimento foi de 12 meses, foram usados caes em crescimento com dois meses
de idade da raca Beagle. Dados para monitorar o crescimento foram coletados
durante o experimento. Como esperado, os machos cresceram significativamente
mais rapido que as fémeas. Nao foi observada diferenca na curva de crescimento
entre os grupos, pois, a quantidade fornecida de alimento foi correta e as dietas
eram balanceadas, ou seja, continham o nivel de nutrientes recomendado para a
fase de crescimento.

A curva de crescimento apresentada por SWANSON et al. (2004) foi

semelhante a observada neste experimento.
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COUSINS et al. (2004 *) observaram apds 25 semanas do experimento,
usando cdes adultos (peso vivo variando de 6,4Kg a 33,8 Kg), que os caes
alimentados com ALC (0,5%) ganharam menos peso que o grupo controle,
1,05Kg versus 2,13Kg, respectivamente, no entanto nao houve diferenga
estatistica para essa caracteristica. Também observaram que os cdes que
receberam ALC na dieta tenderam a ter menor deposicdo de gordura que caes
que receberam dieta controle.

Segundo ROMSOS et al. (1976) ¢ possivel que a influéncia da dieta sobre
a composi¢ao corporal possa ser mais pronunciada quando usado um periodo
maior de avaliagdo. Com o propdsito de estudar os efeitos do nivel de
carboidratos, gordura e proteinas na dieta durante a fase de crescimento,
avaliaram a composic¢ao corporal e niveis séricos de alguns metabodlitos em caes
da raca Beagle até oito meses de idade. Neste experimento para avaliar massa
magra os cdes foram mantidos at¢ dez meses, e ndo houve diferenga entre as
dietas para essa caracteristica.

Usando ratos alimentados com dieta rica em gordura suplementada com
mistura de isomeros de ALC ou apenas o isomero cis-9, trans-11 ou trans-10,
cis-12 a 1% por oito semanas observou-se que o peso final e o ganho de peso
foram significativamente menores para o grupo que recebeu o isdbmero cis-9,
trans-11 quando comparado com os outros grupos. Esse achado sugere que o
isdmero cis-9, trans-11 modifica o balango energético principalmente através do
aumento do gasto energético (CHOI et al., 2004).

Nao foi observada diferenca significativa do escore corporal durante o
experimento, assim como, para as mensuragoes da altura, circunferéncia toracica
¢ abdominal ndo foi demonstrada interacdo entre os fatores dicta e idade. No
entanto, para circunferéncia da coxa, houve diferenca significativa entre as dietas
aos nove meses de idade dos cdes, sendo o valor maior para o grupo controle
(26,8+1,1cm) quando comparado com o grupo ALC (25,2+1,5cm).

Em experimento com humanos obesos que receberam manteiga

enriquecida com ALC foi avaliada a composi¢cdo corporal usando tomografia
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computadorizada e ndo foi demonstrada diferenca de acumulo de tecido adiposo
nem visceral ou subcutaneo (RISERUS et al., 2004; DESROCHES et al., 2005).
No entanto, segundo SMEDMAN e VESSBY (2001), o ALC reduziu a gordura
corporal e o didmetro abdominal em humanos.

A proteina desacopladora 2 (UCP-2) ¢ expressa no musculo esquelético,
coracdo, placenta, pulmao, figado, rins, pancreas e tecido adiposo branco. A
UCP-3 ¢ expressa principalmente no musculo esquelético e no tecido adiposo
marrom (DEPIERI et al., 2004). Ambas, UCP- 2 e 3 quando estimuladas
aumentam a expressao do gene de enzimas de oxidacao lipidica podendo ser um
mecanismo para explicar o efeito de diminui¢do de gordura corporal do ALC
(CHOI et al., 2004).

CHOI et al., 2004 observaram para os grupos que receberam ALC quando
comparado ao grupo controle, aumento significativo de UCP-2 e UCP-3 no
musculo esquelético e figado, respectivamente. E ndo observaram efeitos do
ALC sobre os receptores de proliferagdo de peroxissomos- y e o pelo menos
quanto a transcrip¢do de RNAm.

Estudos realizados com pessoas que apresentavam sobrepeso,
demonstraram que a ingestao didria de 3,4g de ALC produziu uma diminui¢do de
tecido adiposo total sem afetar outros parametros metabolicos, como o niimero de
eritrocitos e quantidade de massa magra (BLANKSON et al., 2000).

Segundo RISERUS et al. (2004) parece existir uma relagdo, ainda ndo
clara, entre reducdo de gordura corporal e dosagem ou duragao da
suplementacao.

Faz-se necessario o desenvolvimento de mais pesquisas que, entre outras
coisas, avaliem separadamente os efeitos dos dois principais isdmeros do ALC, e
também estudos incluindo medidas de atividade enzimadtica, como, por exemplo,
carnitina palmitoiltransferase, lipase lipoprotéica e lipase hormonio sensivel, a
fim de esclarecer os reais mecanismos de agdo do ALC, e para uma melhor
avaliacdo da hipotese de aumento da lipolise e/ou redugdo da lipogé€nese. Assim

serd possivel avaliar melhor os efeitos desses AGs no metabolismo energético,
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para que entdo possam ser usados com segurancga e eficiéncia nas prescri¢oes
relacionadas a melhoria da composi¢do corporal e como agente anti-obesidade

(MOURAO et al., 2005).

5. CONCLUSOES

* A inclusao de ALC (0,3%) na dieta de caes da raca Beagle durante a fase de
crescimento ndo alterou o consumo, peso, qualidade das fezes, escore corporal,
altura e circunferéncia do térax e abdominal; quando comparados ao grupo

controle.
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ANEXO 3 — EFEITOS DO ACIDO LINOLEICO CONJUGADO SOBRE
COMPOSICAO CORPORAL DOS CAES

TABELA 3.9 - Identificacao dos caes pertencentes ao grupo controle e teste (ALC) através

de tatuagens.

GRUPO CONTROLE GRUPO ALC
B1-PC10010 B3 - PC10008
B2 - PC10007 B15-PA10002
B4 - PA10001 B16 —PC10009
B5-PP10013 B9 -PC10011
B6 - PP10014 B10-PA10005
B7-PC10012 B11-PP10016
B8 - PA10004 B12 - PP10015

B13 —PA10003

B14 — PA10006

FIGURA 3.2 - Locais (X, Y) estabelecidos para alimentar os caes.

X 1

N

TABELA 3.10 - Sistema de avaliacdo da consisténcia das fezes através de escores.

Escore Aspecto das fezes
1 Fezes liquidas
2 Fezes pastosas
3 Fezes pouco pastosas
4 Fezes normais
5 Fezes ressecadas

FONTE: CASE et al’.

3 CASE, L. P,; CAREY, D. P,; HIRAKAWA, D. A. Nutricdo canina e felina — Manual para
profissionais. Madrid, Harcourt Brace, 1998. p. 424.
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FIGURA 3.3 - Vsta externa das bias u as para alojar os caes.

FIGURA 3 .4— Vista geral da drea em que os cies ficavam soltos.
r . N S MY, A > S N
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FIGURA 3.5 - Sistema de avaliacio do escore corporal de pequenos animais.

1
muito
magro

-

Costelas, vértebras lombares, ossos pélvicos e todas as
saliéncias Osseas visiveis a distancia, auséncia de gordura
palpavel. Curvatura abdominal e cintura bem marcadas
(animal caquético).

magro

Costelas facilmente palpaveis com minima cobertura de
gordura. Curvatura abdominal evidente.

3
normal /
1deal

Costelas palpaveis com cobertura de gordura e base da cauda
com um leve contorno (animal normal).

4
acima do
peso

Costelas dificeis de palpar. Curvatura abdominal muito pouco
marcada. Visto de cima, vé-se a cintura, ainda que esta nao
esteja marcada.

Obeso

e

Costelas muito dificeis de palpar, animal apresenta papo.
(animal obeso). Depositos de gordura visiveis na regiao
lombar e na base da cauda. Curvatura abdominal ausente.

FONTE: adaptado de SHARON, A*.

* SHARON, A. Clinical Weight Management for dogs and cats. /n: Proceedings WSAVA — The 28"
Congress of the World Small Animal Veterinary Association in Thailand, Bangkok: WSAVA, p. 56-

69, 2003.
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CAPITULO 4 — EFEITO DO ALC SOBRE O PERFIL LIPiDICO
PLASMATICO E GLICEMIA DE CAES

RESUMO - Atualmente, a nutricdo de cdes esta sendo reconhecida, como parte
integrante dos cuidados preventivos de saude, protocolos de tratamento de
pacientes médicos ou cirurgicos. Para obter esses efeitos desejados, novos
ingredientes estdo sendo pesquisados. Este experimento teve como objetivo
avaliar o efeito do acido linoleico conjugado sobre o perfil lipidico e glicemia de
caes da raca Beagle em fase de crescimento. Foram utilizados 16 cades divididos
aleatoriamente em dois grupos, tendo como unica diferenga a adi¢do ou ndo de
acido linoleico conjugado ao alimento. As dietas foram isonutritivas. As
avaliacdes para mensurar concentragcdes séricas de triglicérides, colesterol total,
HDL, LDL, VLDL e glicose foram realizadas em intervalos de seis semanas,
através de coleta de sangue por venopungdo e analise bioquimica do sangue. O
grupo ALC apresentou concentracdo significativamente maior de LDL aos 16

meses de 1dade dos caes.

PALAVRAS-CHAVE: caes, CLA, colesterol, glicemia, triglicérides.
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1. INTRODUCAO

O efeito biologico do acido linoleico conjugado (ALC) sobre seres vivos €
muito controverso. Variagdes nas condi¢oes experimentais, incluindo o nivel de
ALC na dieta e o peso dos animais, podem contribuir para obter resultados tao
divergentes. Essas divergéncias entre os efeitos do ALC sobre a insulina e
metabolismo de glicose refletem diferentes conseqii€éncias metabolicas quanto ao
efeito antiobesidade do isdmero cis-9, trans-11 e trans-10, cis-12 em diferentes
modelos animais (CHOI et al., 2004).

Segundo McLEOD et al. (2004), em modelos animais, o ALC tem
mostrado vérios efeitos sobre o perfil lipidico do plasma. Triglicérides (TAG) e
colesterol plasmaticos foram reduzidos quando uma mistura de isomeros de ALC
foi adicionada em estudo com coelhos com aterosclerorose (LEE ef al., 1994).

Em estudo com hamsters alimentados com dietas suplementadas com o
isdmero cis-9, trans-11 ou trans-10, cis-12 ou a mistura de ambos em igual
proporcao, observou-se que os animais que receberam dieta com a mistura e
somente o isdmero frans-10, cis-12 apresentaram diminuicao de lipoproteina de
baixa densidade (LDL) e lipoproteina de alta densidade (HDL), mas, aumentou a
concentragdo de lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL). Enquanto que o
isomero cis-9, trans-11 sozinho ndo apresentou nenhum efeito sobre os niveis
lipidicos no plasma (DECKERE et al., 1999).

Este experimento teve como objetivo avaliar o efeito do ALC sobre o
perfil lipidico sérico e glicemia quando adicionado a dieta de cdes em

crescimento.
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2. MATERIAL E METODO

Este experimento foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com

Animais da PUCPR, sob registro no CEPA/PUCPR n° 23.

2.1 LOCAL E PERIODO DO EXPERIMENTO

O experimento foi desenvolvido no Laboratorio de Estudos de Nutrigdo
Canina, do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal do Parana. O
periodo para realizacdo da fase experimental da pesquisa foi de 11 meses. Sendo
os dois primeiros meses destinados a adaptagdo dos caes ao alimento, instalagdes
e manejo, ¢ realizagdo de exames fisico, hematoldgico, bioquimico e

coproparasitologico em cada cao, para atestar sua higidez.

2.2 GRUPO EXPERIMENTAL

Foram utilizados 16 caes da raga Beagle, durante o periodo de
crescimento, dos sete aos 17 meses de idade; sendo dez fémeas e seis machos. Os

animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos: controle e ALC.

2.3 DIETAS EXPERIMENTAIS
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A 4gua foi fornecida ad Ilibitum. As dietas experimentais eram
isonutritivas (TABELA 4.1), diferindo apenas quanto a inclusao de ALC. O
produto® usado neste experimento possui uma mistura predominante de dois
isdmeros (cis-9, trans-11 e trans-10, cis-12). As duas dietas possuiam a mesma
quantidade de lipideos, tomando-se o cuidado de acrescentar a dieta controle uma
quantidade de lipideos na forma de gordura de frango equivalente a quantidade

de ALC adicionada (0,3%), para que as dietas fossem isoenergéticas.

TABELA 4.1 - Ingredientes usados na formulaciio das dietas controle e ALC.

Ingrediente Controle (kg/t) ALC(kg/t)
Farelo de Milho 50 50
Quirera de Milho 100 100
Farelo de Soja 70 70
Quirera de Arroz 320 320
Levedura de Cerveja 10 10
Farinha de Peixe 45 45
Farinha de Visceras de Aves 320 320
Oleo de Milho 10 10
Leite em Po Integral 9 9
Sal Comum 4,56 4,56
Aroma de Alho 0,04 0,04
Vitamina C 0,15 0,15
Aroma de Leite em Po 5 5
Anti-oxidante 0,20 0,20
Aroma de Leite 0,25 0,25
Yucca 0,25 0,25
Beterraba em P6 3 3
Adsorvente de Micotoxinas 0,50 0,50
Premix Vitaminico / Mineral 5 5
Ovo em Po6 8 8
Plasma 8 8
Minerais Complexados 0,5 0,5
Extrato Levedura (MOS) 1,0 1,0
Oleo de aves 30 25
LUTA-CLA 60 0 5

> LUTA-CLA 60 é um oleo liquido incolor, composto de 60% de éster de metil de 4acido linoleico
conjugado, com uma propor¢ao de isdmeros de 1:1 (cis-9, trans-11; trans-10, cis-12).
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A alimentagdo durante todo o periodo experimental foi fornecida duas
vezes ao dia, as 10 e 18 horas, a quantidade fornecida por animal foi calculada
através da necessidade energética diaria de mantenga, ajustada de acordo com a

fase de crescimento e temperatura do ambiente.

2.4 ANALISE LABORATORIAL

Foram realizadas oito coletas de sangue durante o experimento, com
intervalos de seis semanas. Sendo as coletas realizadas em jejum, através de
venopuncao jugular externa com seringa de 10ml e agulha 25x7. Cerca de 8ml de
sangue foram destinados a obten¢ao de soro e 2ml para obtengdo de plasma com
o uso de EDTA a 10%.

As andlises bioquimicas foram realizadas no Laboratério Clinico do
Hospital Veterinario da UFPR, sendo realizadas no mesmo dia da coleta ou num
tempo maximo de 72 horas ap6s a coleta. Foram avaliados colesterol total, HDL,
LDL, VLDL, TAG e glicose.

As amostras de soro e plasma foram armazenadas em eppendorf de 1ml,

sendo separadas em no minimo trés aliquotas.

2.4.1 Glicemia®
A determinacdo quantitativa de glicose em soro foi realizada em trés
coletas de sangue, os caes estavam com 14'5, 16 e 17 meses de idade. Foi usado

o método enzimatico-colorimétrico sem desproteinizacao.

2.4.2 Colesterol total 'e HDL®
Nas primeiras seis coletas de sangue o colesterol total foi analisado no
espectofotometro Metrolab® 330, sendo as duas ultimas coletas analisadas no

aparelho Celm® SBA200. Foi usado o teste enzimatico-colorimétrico com fator

% Glicose Enzimatica — In Vitro Diagnostica LTDA — Wiesbaden (Alemanha).
7 Colesterol Enzimatico — In Vitro Diagnostica LTDA — Wiesbaden (Alemanha).
¥ Colesterol HDL enzimatico — In Vitro Diagnostica LTDA.
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clareante de lipides para determinacdo quantitativa do colesterol total presente no
SOT0.

Para a determinacdo da fragdo HDL do colesterol presente no soro foi
usado o método enzimatico-colorimétrico, sendo analisada somente nas ultimas

trés coletas no espectrofotometro Celm® SBA200.

2.43 TAG’, VLDL ¢ LDL

A andlise para determinac¢do de TAG no soro foi realizada pelo método
enzimatico colorimétrico com fator clareante de lipides.

A concentragdo de LDL e VLDL obtém-se através da equagdo de
Friedwald:

Colesterol VLDL (mg/dl) = TAG + 5

Colesterol LDL = colesterol total — (colesterol HDL + colesterol VLDL).

2.5 ANALISE ESTATISTICA

O experimento seguiu um delineamento inteiramente ao acaso com
parcela subdividida no tempo, sendo cada tratamento com oito repeti¢des.
Inicialmente as varidncias dos tratamentos foram avaliadas quanto a sua
homogeneidade pelo teste de Bartlett para posteriormente realizar a analise de
variancia. Quando os resultados revelaram existir diferencas estatisticamente
significantes entre médias de tratamentos, as médias foram comparadas pelo teste

de Tukey no nivel de 5% de probabilidade.

® TAG Liquicolor Mono — In Vitro Diagnostica LTDA — Wiesbaden (Alemanha).
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3. RESULTADOS

Na TABELA 4.2 podem ser observados as médias, desvio padrio,

coeficiente de variagdo, valor de qui-quadrado e probabilidades para glicemia.

TABELA 4.2 - Nivel de glicose (mg/dl) sérica para os grupos controle e ALC aos 1472 ¢ 16
meses de idade.

Glicose (mg/dl)
Idade (meses)
14V, 16
Controle 89,9*+15,3 66,5"+8,5
ALC 75,9+17,0 65,7+3,9
CV(%) 20,80 9,70
XZ 0591ns
Probabilidades
Dieta (D) 0,0125
Idade (I) 0,0001
D*I 0,0233

“"_ Médias seguidas de letras minusculas diferentes na linha diferem entre si pelo teste Tukey (p<0,05).
CV — Coeficiente de Variagdo
¥? — Qui-quadrado;  ™* —ndo significativo.

Para TAG, os dados tiveram que ser transformados (logaritmo) para
posterior analise de variancia.

Nas TABELAS 4.3, 4.4, 4.5 e 4.6 verificam-se as médias e desvio padrao
do colesterol total, TAG, HDL e LDL, respectivamente.
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TABELA 4.3 - Concentracio sérica de colesterol total (mg/dl) nos grupos controle e ALC dos cies da raca Beagle durante a fase de crescimento.

Colesterol Total (mg/dl)

Idade (meses)

7 8Ys 10 11% 13 14V, 16
Controle 190,1%°+47,1 116,7°°36,9 82,6°+56,8 123,9°455,1 168,8*°+18,5 200,3°+79,9 221,1°438,8
ALC 175,8%°+14,7 123,3°+30,6 112,4°+67.9 120,3°+63.9 182,1*°+40,1 176,1*°+59.0 233,1°+52.4
CV(%) 18,84 27,44 64,04 47,25 17,64 36,66 19,79
¥ 18,19

Probabilidades

Dieta (D) -
Idade (I) 0,0001
D*I -

abe _ Médias seguidas de letras minusculas diferentes na linha diferem entre si pelo teste Tukey (p<0,05).
CV — Coeficiente de Variagao

%% — Qui-quadrado;

™ — nao significativo.

TABELA 4.4 - Concentraciio sérica de TAG (mg/dl) nos grupos controle e ALC dos ciies da raca Beagle durante a fase de crescimento.

TAG (mg/dl)
Idade (meses)
7 8% 10 11Y% 13 145 16

Controle 128,6'+75,3 70,7°+13,0 110,8°+£70,5 55,9°+48,9 98,7+*+78,7 67,5*°+19,4 44,9£18,5
ALC 104,0°+48,4 60,3%°+£9.2 84,3%°+£29 2 61,6°+32,0 90,5*°+41,1 50,1%°+10,0 48,4°+12,1
CV(%) 53,67 18,54 55,24 68,17 64,23 29,61 32,63
¥ 16,51*

Probabilidades
Dieta (D) -
Idade (I) 0,0001
D*I -

*® _ Médias seguidas de letras mintsculas diferentes na linha diferem entre si pelo teste Tukey (p<0,05).
CV — Coeficiente de Variagao
¥* — Qui-quadrado; * — significativo a 5%



66

TABELA 4.5 — Concentracio de HDL (mg/dl) nos grupos controle e ALC dos cies da raca
Beagle durante a fase de crescimento.

HDL (mg/dl)
Idade (meses)
11 13 14Y5 16

Controle 94,7*+£25,7 54,4°¢15,2 60,9>+£21,0 120,8*4+38,7
ALC 90,4+24.,0 57,0£18,0 72,9+14 .4 73,7°+58.3
CV(%) 26,03 28,97 27,58 55,14
e 13,49

Probabilidades
Dieta (D) 0,1540
Idade (I) 0,0001
D*I 0,0098

=be _ Médias seguidas de letras mintsculas diferentes na linha diferem entre si pelo teste Tukey (p<0,05).
A B . Médias seguidas de letras maitsculas diferentes na coluna diferem entre si a 5 % de significAncia
segundo o Teste de Tukey.

CV — Coeficiente de Variagdo

%% — Qui-quadrado

™ — ndo significativo.

TABELA 4.6- Concentra¢ao de LDL (mg/dl) nos grupos controle e ALC dos caes da raca
Beagle durante a fase de crescimento.

LDL (mg/dl)
Idade (meses)
11% 13 145 16

Controle 18,0°+42,0 94,7°+£25,2 125,9°+67,5 91,3*+35,3
ALC 17,6°+47.9 106,9°+£58,9 93,2°+61,4 149,7°+57,7
CV (%) 244,30 43,86 58,96 45,77
v 8,57™

Probabilidades
Dieta (D) -
Idade (I) 0,0001
D*I 0,1197

*b _ Médias seguidas de letras minusculas diferentes na linha diferem entre si pelo teste Tukey (p<0,05).
CV — Coeficiente de Variagdo

%% — Qui-quadrado

™ — ndo significativo.

4. DISCUSSAO

Neste experimento ndo foi observada diferenga entre os grupos para

glicemia, somente diferenca estatistica no grupo controle.
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RISERUS et al. (2004) em estudo realizado com homens obesos,
administraram por via oral diariamente uma capsula contendo placebo ou 3g do
isomero de ALC cis-9, trans-11 por trés meses. Este experimento demonstrou
que o isomero cis-9, trans-11 aumenta a resisténcia insulinica quando comparada
com o grupo de homens obesos que receberam placebo, no entanto nao foi
observada diferenca significativa entre os grupos para concentragao sangiiinea de
glicose e insulina.

Foi conduzido um experimento com humanos obesos que receberam
manteiga enriquecida com ALC (4,2g de ALC /100g de manteiga) ou para grupo
controle (0,38g de ALC/ 100g de manteiga), foram avaliados concentra¢do de
lipoproteinas plasmaticas e composi¢cdo corporal. Ndo foi observado efeito na
sensibilidade insulinica e sobre fatores inflamatérios (LAMARCHE e
DESROCHES, 2004; DESROCHES et al., 2005).

CHOI et al. (2004), usando ratos alimentados com dieta rica em gordura
suplementada com mistura de isomeros de ALC ou apenas o isdmero cis-9,
trans-11 ou trans-10, cis-12 a 1% por oito semanas observou que todos os grupos
que receberam ALC houve diminui¢do da resisténcia insulinica, por um aumento
da oxidagao lipidica e gasto energético através de estimulo da acil-coA oxidase e
da proteina desacopladora 2 (UCP-2) no figado e/ou musculo esquelético.
Também observou que os grupos que receberam ALC tenderam a apresentar
menores concentracoes de glicemia quando comparados ao grupo controle.
Significativa diminuicdo foi observada na sétima semana para o grupo que
recebeu o isomero cis-9,trans-11 e, para o grupo que recebeu o isomero trans-10,
cis-12 na quinta e sétima semana quando comparados ao grupo controle.

Segundo TAYLOR ¢ ZAHRADKA (2004), em estudo usando ratos
alimentados com ALC (1,5%) por 14 dias, houve reducdo de tecido adiposo,
glicemia, insulina, dcidos graxos livres e, houve melhora da tolerancia a glicose e
sensibilidade insulinica do musculo esquelético quando comparado com o grupo

controle.
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Neste experimento nao foram observadas diferencas significativas entre os
grupos controle ¢ ALC para concentragao sérica de colesterol total, HDL, LDL,
VLDL e TAG.

Os lipideos sdo transportados no sistema circulatério junto com proteinas,
fosfolipideos e carboidratos em varias formas, como quilomicrons, VLDL, LDL
e HDL (AMINOT-GILCHRIST ¢ ANDERSON, 2004).

Nao foi observada significativa diminui¢do para concentragdo sérica de
TAG e perfil lipidico usando somente o isomero cis-9, trans-11 (GAVINO et
al., 2000; CHOI et al., 2004; RISERUS et al., 2004) ou mistura de isémeros
(MEDEIROS, 2002; CHOI et al., 2004).

ROMSOS et al. (1976), com o propoésito de estudar os efeitos do nivel de
carboidratos, gordura e proteinas na dieta durante a fase de crescimento,
avaliaram a composi¢do corporal e niveis sé€ricos de alguns metabdlitos em caes
da raga Beagle até oito meses de idade. A concentragdo de colesterol plasmatico
foi influenciada pela dieta, sendo que os niveis tenderam a aumentar em caes que
consumiram dietas com altos teores de gordura e colesterol.

CAMPBELL et al. (1995) usando 20 caes da raca Pointer em fase de
crescimento; avaliaram o efeito do tipo de gordura e proteina contida na dieta
sobre as concentragdes sérica e dérmica de acidos graxos, bem como nivel
sangiiineo de colesterol total. Foi observada diferenga significativa entre os
tratamentos para concentragdo de acidos graxos da pele. Sendo os cdes que
receberam como fonte de energia 6leo de soja apresentaram maiores niveis de
acido linoleico e menores concentracoes de acido oléico quando comparados aos
cades que receberam o6leo de frango como fonte de gordura. A concentracao de
colesterol total sérica tendeu a ser menor nos caes que receberam 6leo de soja.
Esse estudo sugere que a fonte de gordura da dieta influencia as concentragdes
sérica e cutanea de acidos graxos e niveis de colesterol sangiiineo em caes.

COUSINS et al. (2004), em experimento com o objetivo de determinar o
perfil toxicologico do ALC, usaram cdes da raga Beagle em crescimento por seis

meses. O ALC foi adicionado na dieta nas concentragdes 0, 5, 15 ¢ 50 ppm. A
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quantidade de racdo fornecida foi de 400g. Nao foram observados efeitos dos
tratamentos sobre os seguintes parametros: hematologia, enzimas, urina,
hormoénios e peso, exceto para fémeas que receberam 50ppm de ALC que
tiveram um aumento na concentragdo sérica de proteina total e colesterol e, o
nivel de uréia sangiiinea foi menor quando comparado ao grupo controle. Esse
experimento, visando avaliar efeitos adversos em caes, mostrou que ndo houve
efeito maléfico com a adicdo de ALC para machos com 50ppm e para fémeas
com até 15ppm.

Os cdes em crescimento apresentaram muitas vezes concentragdoes de
metabdlitos fora dos limites estabelecidos por valores de referéncia para caes
adultos; apresentaram maior concentragdo de glicose, plaquetas e fosfatase
alcalina quando comparado com grupo de caes idosos (11 anos de idade). No
entanto, os caes idosos apresentaram maiores concentragdes de colesterol que
filhotes. Embora valores de referéncia para hematologia ¢ metabdlitos séricos
tenham sido determinados para caes adultos, esses limites ndo podem ser
considerados adequados para avaliar cdes em crescimento ou idosos. Muitas
pesquisas tém demonstrado os efeitos da idade do cdo sobre a hematologia e
concentragdes séricas de metabdlitos, mas poucos t€m monitorado alteragdes que
ocorrem no primeiro ano de vida de um cdo. Logo, o efeito da idade sobre nivel
sangiiineo de metabdlitos em caes ¢ freqiientemente ignorado (SWANSON et al.,
2004).

Usando ALC em coelhos (LEE et al., 1994) e em hamsters (NICOLOSI et
al., 1997) foi observado diminuigdo de LDL. LEE et al. (1994) também
observaram reducao de colesterol total e TAG. No entanto, MUNDAY et al,
(1999) em estudo com camundongos observaram diminui¢ao do nivel de TAG,
porém sem alteracdo sobre o nivel de colesterol total sérico.

Segundo DESROCHES et al. (2005), conduzindo um experimento com
humanos obesos que receberam manteiga enriquecida com ALC observaram

reducdo na concentragdo plasmatica de colesterol total e de HDL.
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AMINOT-GILCHRIST ¢ ANDERSON (2004) sugeriram que o ALC
poderia reduzir particulas de LDL por inibi¢ao da secre¢do da apolipoproteina B
ou por intensificar a retirada de LDL do sistema circulatorio aumentando a
atividade de receptores de LDL. Mais recentemente foi encontrado que dietas
contendo ALC aumentam a excre¢ao de ésteres neutros. Com base nesse achado
foi sugerido que o efeito de reduzir nivel colesterol sérico do ALC ¢ mediado em
parte pelo efeito inibitorio sobre a absor¢do de colesterol, através da diminuicao
da atividade da esterol-O- aciltransferase.

Em modelos experimentais com hipercolesterolemia, o ALC tem
demonstrado produzir uma diminuicao dos niveis plasmaticos de colesterol, com
respostas similares as que se obtém com os acidos graxos 6mega-3. No entanto
este mecanismo ¢ ainda desconhecido, como também a proje¢ao nutricional real
que tem esses resultados experimentais (SANHUEZA et al., 2002).

O possivel efeito de reducao de gordura corporal com a suplementagdo de
ALC, sem evidéncia de uma associada melhora no perfil metabdlico, deve ser
discutido com cautela, devido ao ALC causar uma aparente diminui¢do do
colesterol HDL e um aumento da peroxidacao lipidica (RISERUS et al., 2004).

Efeitos metabolicos do ALC nos animais sdo divergentes, o que ¢
parcialmente explicado pelas propriedades especificas de alguns isdmeros de
ALC, bem como, as diferencas fenotipicas entre as pesquisas (RISERUS et al.,
2004).

5. CONCLUSOES

* A adi¢do de ALC (0,3%) na dieta de caes da raca Beagle em crescimento nao
afetou a glicemia nem o perfil lipidico sangiiineo, quanto a colesterol total,

triglicérides, HDL, LDL e VLDL.
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CAPITULO 5 - EFEITO DO ALC SOBRE INDICE DE

PROLIFERACAO DE LINFOCITOS E LACTATO EM CAES DA
RACA BEAGLE

RESUMO - Pesquisas recentes demonstram que 4cido linoleico conjugado
(ALC) afeta a composi¢do corporal, o metabolismo lipidico, a reacdo
inflamatoria, a sensibilidade insulinica, o processo de carcinogénese e a funcao
imune. Logo, este estudo teve como objetivo avaliar o efeito do ALC quando
adicionado na dieta de caes a 0,3%. Foram usados 16 caes da raca Beagle,
divididos aleatoriamente em dois grupos. Os tratamentos diferiram apenas quanto
a inclusdo de ALC. Buscando um perfil isonutritivo, foi adicionado a dieta
controle dleo de frango enquanto que a dieta teste foi suplementada com ALC.
Aos 17 meses de idade dos cdes foi analisado o indice de proliferagdo de
linfécitos, concentragdo de lactato sérico, glicose, triglicérides, colesterol total,
HDL e LDL apo6s exercicio. A concentragdo de lactato sangiliineo do tratamento
teste (ALC) foi maior que o grupo controle (p< 0,05) apds a realizacdo do
exercicio fisico, possivelmente devido ao aumento do metabolismo celular que o

ALC parece exercer.

PALAVRAS-CHAVE: atividade fisica, CLA, glicose, imunidade, lactato
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1. INTRODUCAO

O 4cido linoleico conjugado (ALC) ¢ associado a muitos efeitos benéficos,
como estimulacdo da a¢do de insulina, reducdo de gordura corporal, modulagdao
do sistema imune, diminui¢do de colesterol sérico, propriedade
anticarcinogénica, promotor de crescimento e uso para manuten¢do de pele e
pélos saudaveis. Alguns estudos t€ém demonstrado a existéncia de efeitos
colaterais em modelos animais, sendo necessario mais pesquisas sobre este
composto e suas diversas acdes sobre o organismo (ROCHE et al., 2001).

As acdes sobre o sistema imune atribuida ao ALC tém estreita relacdo com
seu efeito de prevencao no desenvolvimento de certas neoplasias (SANHUEZA
etal., 2002).

O mecanismo de acdo do ALC ainda nao foi claramente compreendido,
além de faltarem estudos para que se possa utilizar este nutriente com maior
seguranca na dieta de animais (PARIZA et al., 2000). Atualmente, no mercado
podem ser encontrados varios tipos de dietas para cdes, de acordo com idade,
enfermidades, sexo, raca e atividade que o cdo exerce. Como exemplo de
atividade, hoje se destacam as competicdes de pastoreio e provas de agilidade
(“agility”) cada vez mais freqiientes (GOTTLIEB, 2005). Sendo que, uma
correlagdo da concentragao sérica de lactato ¢ intensidade do exercicio fisico,
como o existente e aplicado para humanos e eqiiinos, seria uma caracteristica
interessante para avaliar os caes que exercem essas atividades.

Logo, este experimento teve como objetivo avaliar o indice de
proliferacdo de linfocitos, glicose, triglicérides, colesterol total, HDL e LDL e,
producdo de lactato sérico apods exercicio em caes, alimentados com uma dieta

contendo ALC.
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2. MATERIAL E METODOS

Este experimento foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com

Animais da PUCPR, sob registro no CEPA/PUCPR n° 23.

2.1 LOCAL, GRUPO EXPERIMENTAL E PERIODO DO EXPERIMENTO

O experimento foi conduzido nas instalagdes do Laboratério de Estudos
de Nutricdo Canina e Laboratério de Fisiologia da Universidade Federal do
Paranid — Curitiba. Foram avaliados nesta pesquisa 16 cdes da raca Beagle, ao
total, dez fémeas e seis machos; divididos aleatoriamente em dois tratamentos.

Os caes foram alimentados dos seis aos 17 meses de idade com dietas
isonutritivas e isoenergéticas, diferindo apenas quanto a inclusao de ALC (0,3%).
O ALC  utilizado neste experimento constitui-se de wuma mistura
predominantemente de dois isOmeros, cis-9, trans-11 e trans-10, cis-12. Este
ingrediente'® foi adicionado somente ao alimento do grupo ALC.

A 4gua foi fornecida ad libitum. Enquanto que a alimentacao durante todo
o periodo experimental foi fornecida duas vezes ao dia, as 10 e 18 horas, a
quantidade fornecida por animal foi calculada através da necessidade energética
didria de mantenca, calculada através da equagdo 132 x peso corporal”” (NRC,

1974), ajustada de acordo com a fase de crescimento e temperatura do ambiente.

2.2 ANALISE LABORATORIAL

Para todas as analises, a coleta de sangue foi realizada através de pun¢ao

da veia jugular, com os animais em jejum.

" LUTA-CLA 60 é um 6leo liquido incolor, composto de 60% de éster de metil de 4cido linoleico
conjugado, com uma propor¢ao de isdmeros de 1:1 (cis-9, trans-11; trans-10, cis-12).
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2.2.1 indice de proliferagio de linfocitos
Esta etapa do experimento foi realizada com os caes aos 17 meses de
idade. O sangue (cerca de 10ml) dos caes foi coletado por pun¢do da jugular e
armazenado em tubos de ensaio previamente heparinizados e, mantido sob
refrigera¢do. ApoOs a coleta, o sangue foi submetido ao seguinte protocolo:
. centrifugar o sangue a 1200rpm por 10 minutos a 4°C;

a
b. aliquotar o plasma;

transferir o restante para um tubo falcon de 50ml;

S

colocar o mesmo volume de PBS;

@

preparar os tubos de vidro (15ml) com 3ml de HISTOPAQUE®-1077;

=

acrescentar 8 ml de sangue diluido com PBS em cima do HISTOPAQUE®-

1077,

g. tampar com parafilm;

h. centrifugar a 1200rpm durante 30 minutos a 12°C;

1. desprezar a fase superior e transferir a camada intermedidria para outro tubo —
juntar duas camadas intermediarias em cada tubo (volume 2ml) — Linfocitos
e Monocitos;

j. a camada constituida de hemadcias e células polimorfonucleares ¢ transferida

para um falcon de 50ml.

Cultivo dos linfécitos

Uma vez isolados os linfocitos, 2 x 103 células por pogo, foram cultivados
em meio de cultura RPMI-1640 enriquecido com 10% de soro fetal bovino e
antibidticos (penicilina 10.000U e estreptomicina 10mg/1), em placas de 96 pogos
(volume final de 200pul), a 37° C em atmosfera de 95% ar / 05% CO,, por 48
horas. Os linfocitos foram estimulados com 20ul/poco de solucdo hidroalcodlica
dos mitégenos Concanavalina A (Con A), estimulador da proliferagdo de

linfocitos T e 20ul de uma solugdo contendo (2-"*C)-Timidina (0,02uCi/poco) e
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as c¢lulas foram cultivadas por um periodo adicional de 18 horas, sob as mesmas
condigdes descritas anteriormente.

Ap0s este periodo, foram coletadas automaticamente em coletor multiplo
(Skatron Combi Multiple Cell Harvester, UK) em papéis filtro n® 11731 (Skatron
Combi - UK). Neste processo ndo hd necessidade de processos extrativos
preparatorios para obtengdo de DNA celular. Os discos de papéis contendo a
radioatividade incorporada no DNA foram transferidos para vials contendo 1ml
de liquido de cintilagdo e levados para mensuragao em contador Beckman LS
6500. Os resultados foram expressos em indice de proliferacdo, calculado pela

relagdo: valor da proliferagdo com estimulo/valor da proliferacdo sem estimulo.

2.2.2 Concentragao de lactato sérico

O exercicio fisico constituiu-se corrida sobre esteira mecanica por 17
minutos com uma velocidade maxima de 4,5Km/hr. Os caes antes de serem
submetidos a esse exercicio, passaram por um periodo de adaptacao, 2 minutos e
baixa velocidade, para acostumarem-se com o barulho e andarem corretamente
sobre a esteira. Essa fase de adaptagdo foi realizada trés vezes, uma por semana,
com todos os caes.

O ensaio para determinacdo do lactato sangiiineo e exame fisico foi
realizado aos 17 meses de idade dos cdes. Foram aferidos, antes e logo apos a
realizacdo do exercicio, a temperatura, o tempo de preenchimento capilar,
freqiiéncia respiratoria e freqii€éncia cardiaca. Logo apos o exercicio foi coletado
sangue para andlise de concentragdo de lactato sérico através de um teste
bioquimico''.

A coleta de sangue para andlise de lactato através do método enzimatico
foi realizada através de pungdo da veia jugular, com os animais em jejum e logo

apos o exercicio fisico. Esta anélise foi realizada em 14 caes.

! Lactato — Labtest S.A.
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2.2.3 Concentragdo sangiiinea de glicose'?, triglicérides”, colesterol total',
HDL" e LDL
A concentragao de LDL obteve-se através da equagao de Friedwald:
Colesterol VLDL (mg/dl) = TAG + 5
Colesterol LDL = colesterol total — (colesterol HDL + colesterol VLDL).

2.3 ANALISE ESTATISTICA

Para todas as variaveis foi adotado o delineamento inteiramente
casualizado com oito repetigdes, exceto para lactato com sete repetigdes.

Os resultados foram submetidos a analise de variancia. Inicialmente as
variancias dos tratamentos foram avaliadas quanto a sua homogeneidade pelo
teste de Bartlett. As varidveis cujas variancias mostraram-se homogéneas tiveram

as médias dos tratamentos testadas por meio do teste de T.

3. RESULTADOS

Na TABELA 5.1 sdo apresentados os valores de coeficiente de variagao,
qui-quadrado referente ao teste de Bartlett, as médias e desvio padrao dos grupos
controle e teste e o valor de probabilidade.

Os resultados obtidos para concentragcdo de lactato sangiiineo podem ser
observados na TABELA 5.2. Na TABELA 5.3 sdao apresentados as médias das
variagdes obtidas para temperatura, tempo de preenchimento capilar, freqiiéncia

respiratoria e cardiaca.

"2 Glicose Enzimatica — In Vitro Diagnostica LTDA — Wiesbaden (Alemanha).

" TAG Liquicolor Mono — In Vitro Diagnostica LTDA — Wiesbaden (Alemanha).
' Colesterol Enzimatico — In Vitro Diagnostica LTDA — Wiesbaden (Alemanha).
' Colesterol HDL enzimatico — In Vitro Diagnostica LTDA.
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TABELA 5.1 - indice de proliferacio de linfocitos dos ciies da raca Beagle com 17 meses
de idade.

Indice de proliferacio de linfocitos

Controle 3,05+1,98
ALC 4,09+2,31
CV(%) 53,91
XZ 0,15 ns
p 0,3155

CV — Coeficiente de variacao
%% — Qui-quadrado

™ — ndo significativo

p — Valor de probabilidade.

TABELA 5.2 — Concentragio de lactato sangiiineo (mmol/l) de cdes da raca Beagle dos
grupos controle e ALC apés o exercicio.

Lactato sérico (mmol/l)

Controle 0,54°+0,16
ALC 0,877+0,32
CV(%) 42,09
Xz 2,06 ns
» 0,0380

CV — Coeficiente de variagdo

%2 — Qui-quadrado

™. —ndo significativo

p — Valor de probabilidade

*® - Médias seguidas de letras minusculas diferentes diferem entre si pelo teste Tukey (p<0,05).

TABELA 5.3 - Varia¢oes obtidas (depois- antes do exercicio) de temperatura, TPC, FR e
FC entre os tratamentos controle e ALC.

Tratamento A Temperatura (°C) A TPC (") A FR (rpm) A FC (bpm)
Controle 1,04 -1,00 8,50 25,50
ALC 0,75 -0,94 13,00 9,25
CV (%) 54,51 12,90 211,57 146,01

p 0,2450 0,3343 0,7065 0,2108

A — diferenca entre valores obtidos (depois — antes do exercicio)
TPC — Tempo de preenchimento capilar, obtido em segundos

FR — Freqiiéncia respiratoria (movimentos respiratorios por minuto)
FC — Freqiiéncia cardiaca (batimentos cardiacos por minuto)

CV — Coeficiente de variacao

p — Valor de Probabilidade

Na TABELA 5.4 sdo apresentados as médias e desvios padrdes para

colesterol total, triglicérides, HDL, LDL e glicose.
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TABELA 5.4 - Concentracio sangiiinea de colesterol total, triglicérides, HDL, LDL e
glicose dos tratamentos controle e ALC de cies da raca Beagle aos 17 meses de idade apos
0 exercicio.

Colesterol Total  Triglicérides HDL LDL Glicose
(mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)
Controle 269,28+139,00  68,18+35,24 53,27431,29  202,37+123,80  100,98+10,62
ALC 185,554+58,65 56,58+20,25 48,65+35,61 125,58+79,17  107,67+23,02
p 0,1388 0,4329 0,7868 0,1616 0,4680
CV (%) 49,15 45,54 63,71 65,82 16,93
4. DISCUSSAO

Neste experimento ndo foi observada diferenga entre os grupos para indice
de proliferacao de linfécitos. Segundo KELLEY et al. (2000) em contraste com
pesquisas realizadas em modelos animais, a suplementacdo de ALC em mulheres
saudaveis ndo alterou nenhum indice imune estudado. Isso sugere que a
suplementacdo de ALC em mulheres saudaveis por pouco tempo nio acrescenta
beneficios ao sistema imune.

Segundo BASSAGANYA-RIERA et al, (2001), usando suinos
alimentados com dietas contendo 0; 0,67; 1,33 ou 2% de ALC, nao houve
diferenga significativa no perfil de linfocitos até 42 dias apos a inclusao do ALC
na dieta. Entretanto apds 42 dias, o ALC induziu um linear aumento na
percentagem de linfocitos. Esse aumento de células brancas poderia ser atribuido
a um aumento total no nimero de linfocitos, principalmente células CD8".

Estudos in vitro usando células do sistema imune e in vivo demonstraram
que o ALC, modula a fun¢do imune (O’ SHEA et al., 2004).

Estudos similares tém demonstrado, em uma relacdo dose dependente, que
o aumento de ALC aumenta o nivel de linfocitos no bago de ratos ¢ a secrecdo de

IgG e IgM por parte dessas células (SANHUEZA et al., 2002).
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SUGANO et al. (1999) em experimento com camundongos usando ALC
(0,3gALC/100g ou 0,9gALC/100g da dieta) observaram um aumento da
producdo de interleucina (IL) - 2, sugerindo um aumento das habilidades
proliferativas dos linfocitos.

No entanto, em outro experimento, o ALC inibiu a producdo de IL-2 pelos
linfocitos e a atividade fagocitica dos macréfagos. Nesse mesmo experimento, foi
demonstrado que em combinagdo o ALC com [-caroteno potencializam a
proliferacdo de linfocitos estimulada pela adi¢do da solucdo mitdogena (Con A)
(CHEW et al., 1997).

Num experimento com dezessete mulheres com idades entre 20 e 41 anos ,
as quais receberam por 30 dias uma dieta base (19, 30 e 51% de energia oriunda
de proteina, gordura e carboidrato, respectivamente). ApoOs esse periodo
receberam suplementacdo de ALC (mistura de quatro isomeros ao total 3,9g/dia)
por 63 dias. As andlises para testar resposta imune foram realizadas
semanalmente, exceto para titulagdo de anticorpo. No 65° dia, as pessoas foram
vacinadas para Influenza, sendo realizada a titulagdo de anticorpos séricos para
Influenza no 65° e 92° dia. Nenhuma analise demonstrou efeito do ALC sobre o
sistema imune. Contagem de células brancas no sangue, granuldcitos, monocitos,
linfécitos, indice de proliferacao de linfocitos em resposta a fitoemaglutininas e
titulos de anticorpos para Influenza ndo foram alterados durante o experimento
em nenhum grupo (KELLEY et al., 2000).

Em outro experimento com humanos e uso de ALC, usando 71 homens
entre 31 e 69 anos de idade por 12 semanas foi analisado o sistema imune. Os
tratamentos consistiram de (1) mistura de 50% do isdmero cis-9, trans-11 e 50%
do isémero trans-10, cis-12 (capsula com 1,7g/dia); (2) mistura de 80% de cis-9,
trans-11 e 20% trans-10, cis-12 (capsula com 1,6g/dia); e o grupo controle que
recebeu 6leo de girassol. Foi observada resposta especifica para vacinagao contra
hepatite B mais rapida para o grupo que recebeu mistura de 50% do isémero cis-
9, trans-11 ¢ 50% do isomero trans-10, cis-12, quando comparado ao grupo

controle (p = 0,075). Sendo que outros pardmetros como atividade de células
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Natural Killer (NK), indice de proliferagao, produ¢ao de TNF-a, IL-1, IL-6, IL-2,
IL-4, e PGE,, ndo foram afetados (ALBERS et al., 2003).

Neste trabalho, nao foram observadas diferencas significativas entre os
tratamentos para concentragdo sangiiinea de colesterol total, triglicérides, HDL,
LDL e glicose. No entanto, foi observada diferenga significativa entre os grupo
ALC e controle (p<0,05) para concentragdao de lactato sangiiineo apos exercicio,
neste estudo.

A evidéncia sobre o efeito especifico do ALC sobre o musculo esquelético
¢ limitada. E possivel que o0 ALC aumente a taxa metabdlica e gasto energético
total (WEST et al., 1998; OHNUKI et al., 2001; PARIZA et al., 2001; ROCHE
et al.,2001; TERPSTRA et al., 2002).

No primeiro estagio a glicose ¢ quebrada em duas moléculas de piruvato,
esta transformacao pode ocorrer em meio anaerdbico. Nesta fase dois pares de
atomos de hidrogénio sdo liberados, formando a nicotinamida adenina
dinucleotideo (NADH). A mitocondria do musculo esquelético permanece
impermeavel ao NADH formado no citoplasma durante a glicolise (McARDLE
et al., 2001). Na segunda etapa, em meio aerdbico, o piruvato formado no
citoplasma ¢ transportado a mitocondria, onde ¢ convertido a acetil-CoA pela
piruvato desidrogenase (PDH). Subseqiientemente, acetil-CoA entra no ciclo de
Krebs (HABER et al., 2001).

A PDH ¢ a chave reguladora do metabolismo de carboidrato e lipideos e
pode afetar concentracdo de lactato muscular e sangiliineo durante o exercicio
(FERRANTE et al., 1994).

A concentracdo de lactato no sangue depende da producdo muscular e
remocao pelo figado e outros tecidos. A formacao de lactato ocorre quando ha
acumulo de NADH e piruvato no citoplasma da célula onde lactato
desidrogenase estd presente (POWERS e HOWLEY, 2001). Uma alta
concentragdo de lactato sangiiineo pode ser resultado de varios fatores
reguladores, incluindo a inibi¢ado da PDH por um aumento da oxidagdo de acidos

graxos (AGs) (FERRANTE et al., 1994).
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A captacao de AGs pelo musculo ¢ proporcional a concentragao de AGs
no plasma (POWERS e HOWLEY, 2001).

Segundo REYNOLDS et al., (1994), muitos estudos tem demonstrado que
o aumento de oxidacdo de AGs diminui a utilizagdo de glicogénio muscular
promovendo maior resisténcia ao exercicio em caes. A duracao do exercicio que
pode ser suportado por oxidagdo de carboidrato ¢ muito mais limitada que o
suportado pelo metabolismo lipidico.

Os AGs sdo transportados do citoplasma para a mitocondria pela carnitina
transferase, uma enzima associada a membrana mitocondrial (POWERS e
HOWLEY, 2001). O ALC aumentou a atividade da enzima carnitina palmitoil
transferase, acompanhado por uma maior B-oxidagdo de AGs tanto no musculo
esquelético quanto no tecido adiposo (PARK ef al., 1997, RAHMAN et al.,
2001).

O estudo realizado por REYNOLDS et al. (1994) teve como objetivo
determinar a eficiéncia da dieta para caes, testando dieta rica em lipideos e outra
dieta rica em carboidratos. Para o grupo de cdes ndo treinados, as concentragdes
de AGs e triglicérides séricas foram maiores apds o exercicio no tratamento que
recebeu dieta rica em lipideos (p<0,02). A concentragao de glicose sanguinea nao
foi alterada. Em estudo similar usando ratos, foi observado maior resisténcia,
maior consumo de oxigénio e diminuigdo da taxa de uso de glicogénio para o
grupo que recebeu dieta rica em lipideos (SIMI ef al., 1991).

OHNUKI et al. (2001) mensurando consumo de oxigénio em
camundongos, demonstrou maior taxa metabdlica em todos os grupos que
receberam dieta suplementada com ALC quando comparado ao grupo controle.
Sugerindo que o ALC diminui o acimulo de gordura corporal e aumenta o
metabolismo energético.

PARIZA et al. (2000) sugerem que a massa muscular pode ser preservada
ou aumentada como resultado da indugdo do ALC sobre alteragdes na
intensidade ou acdo do fator de necrose tumoral-a e IL-1, citocinas que afetam

profundamente o catabolismo muscular esquelético, bem como a fun¢ao imune.
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5. CONCLUSOES

* Nao foi observada diferenga entre os grupos ALC e controle para indice de
proliferacao de linfocitos de caes da raga Beagle alimentados com ALC (0,3%).
* Nao foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos para
concentragdo sangiiinea de colesterol total, triglicérides, HDL, LDL e glicose.

* Foi observada diferenca significativa entre os grupo ALC e controle para

concentragdo de lactato sangiiineo apds exercicio.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALBERS, R.; Vander-WIELEN, R. P. J.; BRINK, E. J.; HENDRIKS, H. F. J;
DOROVSKA-TARAN, V. N.; MOHEDE, 1. C. M. Effects of cis-9, trans-11 and
trans-10, cis-12 conjugated linoleic acid (CLA) isomers on immune function in
healthy men European Journal of Clinical Nutrition, v. 57, n. 4, p. 595-603,
2003.

BASSAGANYA-RIERA, I HONTECILLAS-MAGARZO, R.;
BREGENDAHL, K.; WANNEMUEHLER, M. J.; ZIMMERMAN, D. R. Effects
of dietary conjugated linoleic acid in nursery pigs of dirty and clean

environments on growth, empty body composition, and immune competence.
Journal Animal Science, v. 79, p. 714-721, 2001.

CHEW, B.P.; WONG, T.S.; SHULTZ, T.D.; MAGNUSON, N.S. Effects of
conjugated dienoic derivatives of linoleic acid and beta-carotene in modulating
lymphocyte and macrophage function. Anticancer Research, 17: 1099-1106,
1997.

FERRANTE, P. L.; TAYLOR, L. E.; KRONFELD, D. S.; MEACHAM, T. N.
Blood lactate concentration during exercise in horses fed a high-fat diet and
administered sodium bicarbonate. Journal of Nutrition, v. 124, n. 12s, p.
2738S-27398, 1994.

GOTTLIEB, S. Treinamento, obstaculos e comandos. Disponivel em:
<http://www.agilitynews.com.br > Acesso em: 30 de out. 2005.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=

85

HABER, Esther P., CURI, Rui, CARVALHO, Carla R.O. Angelo R. Carpinelli .
Secrecdo da insulina: efeito autdcrino da insulina e modulagao por acidos graxos.
Arquivo Brasileiro de Endocrinologia & Metabologia, v. 45, n. 3, p.219-227,
2001.

KELLEY, D. S.; TAYLOR, P. C.; RUDOLPH, I. L.; BENITO, P.; NELSON, G.
J.; MACKEY, B. E., ERICKSON, K. L. Dietary conjugated linoleic acid did not
alter immune status in young healthy women. Lipids, v. 35, n. 10, p. 1065-1071,
2000.

McARDLE, W.; KATCH, F. I.; KATCH, V. L. Essentials of exercise
physiology. Baltimore : Lippincott Willians & Wilkins, 2 ed., 2001. 679p.

NRC Nutrient Requirements of Dogs, Report n° 8. National Research Council,
Washington : National Academy of Sciences, 1974. 83p.

OHNUKI, K.; HARAMIZU, S.; OKI, F.; ISHIHARA, K.; FUSHIKI, T.
Increased energy metabolism and supressed body fat accumulation in mice by a

low concentration of conjugated linoleic acid. Bioscience, Biotechnology and
Biochemistry, v. 65, p. 2200-2204, 2001.

O’SHEA, M.; BASSAGANYA-RIERA, J; MOHEDE, I. C. M.
Immunomodulatory properties of conjugated linoleic acid. American Journal of
Clinical Nutrition, v. 79, n. 6, p.1199S-1206S, 2004.

PARIZA, M. W.; PARK, Y.; COOK, M. E. Mechanisms of action of conjugated
linoleic acid: evidence and speculation. /n: Proceedings of the Society for
Experimental Biology and Medicine, v. 223, p. 8-13, 2000.

PARIZA, M. W.; PARK, Y.; COOK, M. E. The biologically active isomers of
conjugated linoleic acid. Progress in Lipid Research, v. 40, p. 283-298, 2001.

PARK, Y.; ALBRIGHT, K. J.; LIU, W.; STORKSON, J. M.; COOK, M. E;
PARIZA, M. W. Effect of conjugated linoleic acid on body composition in mice.
Lipids, v. 32, n.8, p. 853-858, 1997.

POWERS, S. K.; HOWLEY, E. T. Exercise physiology theory and application
to fitness and performance. New York : Mc Graw Hill, 4 ed., 2001. 540 p.

RAHMAN, S. M.; WANG, Y. M.; YOTSUMOTO, H.; CHA, J. Y.; HAN, S. Y ;
INOUE, S.; YANAGITA, T. Effects of conjugated linoleic acid on serum leptin
concentration, body-fat accumulation, and b -oxidation of fatty acid in OLETF.
Rats Nutrition, v. 17, p. 385-390, 2001.


javascript:s(')

      >>

>>

endobj



339 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [367.2 457.9 538.6 472.9]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (javascript:s(')

      >>

>>

endobj



340 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [226.3 637.3 322.8 652.3]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



341 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [129.1 637.3 216.2 652.3]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



342 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [113.4 637.3 118.5 652.3]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



343 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [467.6 652.3 538.6 667.3]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



344 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [395.4 652.3 457.2 667.3]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



345 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [297.6 652.3 385.1 667.3]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



346 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [204.8 652.3 287.2 667.3]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



347 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [113.4 652.3 194.4 667.3]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



348 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [433.8 174.2 535.3 189.2]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



349 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [320 174.2 422.2 189.2]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



350 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [223.6 174.2 308.4 189.2]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



351 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [113.4 174.2 212 189.2]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



352 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [113.4 323.4 210.7 338.4]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



353 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [433.3 338.3 531.6 353.3]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



354 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [314.2 338.3 417.6 353.3]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



355 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [225.4 338.3 298.4 353.3]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



356 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [113.4 338.3 209.6 353.3]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



357 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [232.9 517.7 387.2 532.7]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ingentaconnect.com/content/cabi/bjn)

      >>

>>

endobj



358 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [295.8 100.3 380.8 115.3]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



359 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [177 100.3 285.3 115.3]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



360 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [113.4 100.3 166.4 115.3]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



361 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [330.6 383.2 487.9 398.2]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ingentaconnect.com/content/cabi/bjn)

      >>

>>

endobj



362 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [113.4 517.7 361.7 532.7]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.amazon.co.uk/exec/obidos/ASIN/090521434X/ref=br_lf_b_7/202-0078527-9079065)

      >>

>>

endobj



363 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [474.4 532.7 538.6 547.7]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.amazon.co.uk/exec/obidos/ASIN/090521434X/ref=br_lf_b_7/202-0078527-9079065)

      >>

>>

endobj



364 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [113.4 532.7 157.5 547.7]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.amazon.co.uk/exec/obidos/search-handle-url/index=books-uk&field-author=Willis%2C Josephine/202-0078527-9079065)

      >>

>>

endobj



365 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [459.8 547.6 502.5 562.6]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.amazon.co.uk/exec/obidos/search-handle-url/index=books-uk&field-author=Kelly%2C Noel C./202-0078527-9079065)

      >>

>>

endobj



366 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [113.4 637.3 168.7 652.3]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (javascript:s(')

      >>

>>

endobj



367 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [480.3 652.3 538.6 667.3]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (javascript:s(')

      >>

>>

endobj



368 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [297.9 114.1 425.8 129.1]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (javascript:s(')

      >>

>>

endobj



369 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [113.4 248.6 210.7 263.6]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



370 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [433.3 263.6 531.6 278.6]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



371 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [314.2 263.6 417.6 278.6]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



372 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [225.4 263.6 298.4 278.6]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



373 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [113.4 263.6 209.6 278.6]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



374 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [113.4 517.7 168.7 532.7]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (javascript:s(')

      >>

>>

endobj



375 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [480.6 532.7 538.6 547.7]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (javascript:s(')

      >>

>>

endobj



376 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [113.4 697.1 206.6 712.1]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (javascript:s(')

      >>

>>

endobj



377 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [367.2 712.1 538.6 727.1]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (javascript:s(')

      >>

>>

endobj



378 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [120.8 413.1 317.9 428.1]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.petbr.com.br/rcbeagle.asp)

      >>

>>

endobj



379 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [120.8 652.3 343.2 667.3]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://ioh.medstudents.com.br/imuno2.htm)

      >>

>>

endobj



380 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [415.8 129 500.1 144]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



381 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [327 129 405.5 144]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



382 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [218.1 129 316.8 144]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



383 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [113.4 129 207.8 144]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



384 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [117.8 159.6 194 182]

   /Dest [29 0 R /XYZ 113.4 622.6 0]

>>

endobj



385 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [297.6 473.2 301.4 488.2]

   /Dest [110 0 R /XYZ 116.3 99.8 0]

>>

endobj



386 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [268.4 159.6 270.7 182]

   /Dest [137 0 R /XYZ 115.5 113.6 0]

>>

endobj



387 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [395.3 558.8 398.3 570.4]

   /Dest [164 0 R /XYZ 116.9 113.6 0]

>>

endobj



388 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [209 652.4 211.3 674.8]

   /Dest [177 0 R /XYZ 115.5 113.6 0]

>>

endobj



389 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [196.5 212.1 199.5 223.7]

   /Dest [219 0 R /XYZ 116.9 113.6 0]

>>

endobj



390 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [254.8 399.4 257.8 411]

   /Dest [229 0 R /XYZ 116.9 125.1 0]

>>

endobj



391 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [153.9 697.2 157.7 719.6]

   /Dest [246 0 R /XYZ 116.3 99.8 0]

>>

endobj



392 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [190.3 295.7 194.1 310.7]

   /Dest [249 0 R /XYZ 116.3 111.4 0]

>>

endobj



393 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [225.7 185.4 229.5 200.4]

   /Dest [249 0 R /XYZ 116.3 99.8 0]

>>

endobj



394 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [265.2 185.4 269 200.4]

   /Dest [249 0 R /XYZ 116.3 88.3 0]

>>

endobj



395 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [169.4 607.6 173.2 622.6]

   /Dest [252 0 R /XYZ 116.3 88.3 0]

>>

endobj



396 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [171.9 361.2 179.5 383.6]

   /Dest [288 0 R /XYZ 119.2 99.8 0]

>>

endobj



397 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [172.6 226.8 180.2 249.2]

   /Dest [294 0 R /XYZ 119.2 88.3 0]

>>

endobj



398 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [345.5 742 353.1 757]

   /Dest [297 0 R /XYZ 119.2 122.9 0]

>>

endobj



399 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [426.7 742 434.3 757]

   /Dest [297 0 R /XYZ 119.2 111.4 0]

>>

endobj



400 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [527.9 742 535.5 757]

   /Dest [297 0 R /XYZ 119.2 99.8 0]

>>

endobj



401 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [140.2 719.6 147.8 742]

   /Dest [297 0 R /XYZ 119.2 88.3 0]

>>

endobj



431 0 obj

<< /Type /Catalog

   /Pages 402 0 R

>>

endobj



432 0 obj

<< /Title <FEFF004E0041004E004300590020004C004F00520045004E00410020004D004F004E0054004100D1004F00200052004900560045005200410020>

/Author <FEFF004E0061006E0069>

/Creator <FEFF005700720069007400650072>

/Producer <FEFF004F00700065006E004F00660066006900630065002E006F0072006700200032002E0030>

/CreationDate (D:20060517092011-03'00'
javascript:s(')

      >>

>>

endobj



340 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [226.3 637.3 322.8 652.3]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



341 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [129.1 637.3 216.2 652.3]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



342 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [113.4 637.3 118.5 652.3]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



343 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [467.6 652.3 538.6 667.3]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



344 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [395.4 652.3 457.2 667.3]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



345 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [297.6 652.3 385.1 667.3]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



346 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [204.8 652.3 287.2 667.3]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



347 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [113.4 652.3 194.4 667.3]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



348 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [433.8 174.2 535.3 189.2]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



349 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [320 174.2 422.2 189.2]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



350 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [223.6 174.2 308.4 189.2]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



351 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [113.4 174.2 212 189.2]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



352 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [113.4 323.4 210.7 338.4]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



353 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [433.3 338.3 531.6 353.3]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



354 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [314.2 338.3 417.6 353.3]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



355 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [225.4 338.3 298.4 353.3]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



356 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [113.4 338.3 209.6 353.3]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



357 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [232.9 517.7 387.2 532.7]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ingentaconnect.com/content/cabi/bjn)

      >>

>>

endobj



358 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [295.8 100.3 380.8 115.3]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



359 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [177 100.3 285.3 115.3]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



360 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [113.4 100.3 166.4 115.3]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



361 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [330.6 383.2 487.9 398.2]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ingentaconnect.com/content/cabi/bjn)

      >>

>>

endobj



362 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [113.4 517.7 361.7 532.7]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.amazon.co.uk/exec/obidos/ASIN/090521434X/ref=br_lf_b_7/202-0078527-9079065)

      >>

>>

endobj



363 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [474.4 532.7 538.6 547.7]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.amazon.co.uk/exec/obidos/ASIN/090521434X/ref=br_lf_b_7/202-0078527-9079065)

      >>

>>

endobj



364 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [113.4 532.7 157.5 547.7]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.amazon.co.uk/exec/obidos/search-handle-url/index=books-uk&field-author=Willis%2C Josephine/202-0078527-9079065)

      >>

>>

endobj



365 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [459.8 547.6 502.5 562.6]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.amazon.co.uk/exec/obidos/search-handle-url/index=books-uk&field-author=Kelly%2C Noel C./202-0078527-9079065)

      >>

>>

endobj



366 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [113.4 637.3 168.7 652.3]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (javascript:s(')

      >>

>>

endobj



367 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [480.3 652.3 538.6 667.3]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (javascript:s(')

      >>

>>

endobj



368 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [297.9 114.1 425.8 129.1]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (javascript:s(')

      >>

>>

endobj



369 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [113.4 248.6 210.7 263.6]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



370 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [433.3 263.6 531.6 278.6]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



371 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [314.2 263.6 417.6 278.6]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



372 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [225.4 263.6 298.4 278.6]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



373 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [113.4 263.6 209.6 278.6]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



374 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [113.4 517.7 168.7 532.7]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (javascript:s(')

      >>

>>

endobj



375 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [480.6 532.7 538.6 547.7]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (javascript:s(')

      >>

>>

endobj



376 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [113.4 697.1 206.6 712.1]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (javascript:s(')

      >>

>>

endobj



377 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [367.2 712.1 538.6 727.1]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (javascript:s(')

      >>

>>

endobj



378 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [120.8 413.1 317.9 428.1]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.petbr.com.br/rcbeagle.asp)

      >>

>>

endobj



379 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [120.8 652.3 343.2 667.3]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://ioh.medstudents.com.br/imuno2.htm)

      >>

>>

endobj



380 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [415.8 129 500.1 144]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



381 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [327 129 405.5 144]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



382 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [218.1 129 316.8 144]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



383 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [113.4 129 207.8 144]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



384 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [117.8 159.6 194 182]

   /Dest [29 0 R /XYZ 113.4 622.6 0]

>>

endobj



385 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [297.6 473.2 301.4 488.2]

   /Dest [110 0 R /XYZ 116.3 99.8 0]

>>

endobj



386 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [268.4 159.6 270.7 182]

   /Dest [137 0 R /XYZ 115.5 113.6 0]

>>

endobj



387 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [395.3 558.8 398.3 570.4]

   /Dest [164 0 R /XYZ 116.9 113.6 0]

>>

endobj



388 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [209 652.4 211.3 674.8]

   /Dest [177 0 R /XYZ 115.5 113.6 0]

>>

endobj



389 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [196.5 212.1 199.5 223.7]

   /Dest [219 0 R /XYZ 116.9 113.6 0]

>>

endobj



390 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [254.8 399.4 257.8 411]

   /Dest [229 0 R /XYZ 116.9 125.1 0]

>>

endobj



391 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [153.9 697.2 157.7 719.6]

   /Dest [246 0 R /XYZ 116.3 99.8 0]

>>

endobj



392 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [190.3 295.7 194.1 310.7]

   /Dest [249 0 R /XYZ 116.3 111.4 0]

>>

endobj



393 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [225.7 185.4 229.5 200.4]

   /Dest [249 0 R /XYZ 116.3 99.8 0]

>>

endobj



394 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [265.2 185.4 269 200.4]

   /Dest [249 0 R /XYZ 116.3 88.3 0]

>>

endobj



395 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [169.4 607.6 173.2 622.6]

   /Dest [252 0 R /XYZ 116.3 88.3 0]

>>

endobj



396 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [171.9 361.2 179.5 383.6]

   /Dest [288 0 R /XYZ 119.2 99.8 0]

>>

endobj



397 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [172.6 226.8 180.2 249.2]

   /Dest [294 0 R /XYZ 119.2 88.3 0]

>>

endobj



398 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [345.5 742 353.1 757]

   /Dest [297 0 R /XYZ 119.2 122.9 0]

>>

endobj



399 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [426.7 742 434.3 757]

   /Dest [297 0 R /XYZ 119.2 111.4 0]

>>

endobj



400 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [527.9 742 535.5 757]

   /Dest [297 0 R /XYZ 119.2 99.8 0]

>>

endobj



401 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [140.2 719.6 147.8 742]

   /Dest [297 0 R /XYZ 119.2 88.3 0]

>>

endobj



431 0 obj

<< /Type /Catalog

   /Pages 402 0 R

>>

endobj



432 0 obj

<< /Title <FEFF004E0041004E004300590020004C004F00520045004E00410020004D004F004E0054004100D1004F00200052004900560045005200410020>

/Author <FEFF004E0061006E0069>

/Creator <FEFF005700720069007400650072>

/Producer <FEFF004F00700065006E004F00660066006900630065002E006F0072006700200032002E0030>

/CreationDate (D:20060517092011-03'00'
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=

86

REYNOLDS, A.J.; FUHRER, L.; DUNLAP, H. L.; FINKE, M. D.; KALLFELZ,
F.A. Lipid metabolite responses to diet and training in sled dogs. Journal of
Nutrition, v. 124, n. 128, p. 2754S-2759S, 1994.

ROCHE HM, NOONE E, NUGENT A, GIBNEY MJ Conjugated linoleic acid
(CLA): a novel therapeutic nutrient? Nutrition Research Review, v. 14, p. 173-
187, 2001.

SANHUEZA, J. C.; NIETO, S. K.; VALENZUELA, A. B. Acido linoleico
conjugado: un acido graso con isomeria trans potencialmente beneficioso.
Revista Chilena de Nutricion, v. 29, n. 2, p. 98-105, 2002.

SIMI, B.; SEMPORE, B.; MAYET, M. H.; FAVIER, R. J. Additive effects of
training and high-fat diet on energy metabolism during exercise. Journal of
Applied Physiology, v. 71, p.197-203, 1991.

SUGANO, M.; YAMAZAKI, M.; YAMADA, K., HUANG, Y.S. In:
YURAWECK, M.P.; MOSSOBA, M.M.; KRAMER, J.K.P.; PARIZA, M.W_;
NELSON, G.J. Advances in conjugated linoleic acid research. v. 1, Food and

drug Administration, Center for food Safety and Applied Nutrition, Washington,
p.327-329, 1999.

TERPSTRA, A. H. M.; BEYNEN, A. C.; EVERTS, H.; KOCSIS, S.; KATAN,
M. B.; ZOCK, P. L. The decrease in body fat in mice fed conjugated linoleic acid

is due to increases in energy expenditure and energy loss in excreta. Journal of
Nutrition, v. 132, p. 940-945, 2002.

WEST, D.B.; DELANY, J.P.; CAMET, P.M.; BLOHM, F.; TRUETT, A,
SEIMECA, J. Effects of conjugated linoleic acid on body fat and energy

metabolims in the mouse. American Journal Physiology, v. 275, p. 667R—
672R, 1998.


javascript:s(')

      >>

>>

endobj



331 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [480.6 383.2 538.6 398.2]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (javascript:s(')

      >>

>>

endobj



332 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [113.4 727 133.4 742]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



333 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [469.5 742 538.6 757]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



334 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [386.8 742 459.3 757]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



335 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [293.3 742 376.7 757]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



336 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [217.3 742 283.2 757]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



337 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [113.4 742 207.1 757]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



338 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [113.4 443 206.6 458]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (javascript:s(')

      >>

>>

endobj



339 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [367.2 457.9 538.6 472.9]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (javascript:s(')

      >>

>>

endobj



340 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [226.3 637.3 322.8 652.3]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



341 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [129.1 637.3 216.2 652.3]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



342 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [113.4 637.3 118.5 652.3]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



343 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [467.6 652.3 538.6 667.3]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



344 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [395.4 652.3 457.2 667.3]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



345 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [297.6 652.3 385.1 667.3]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



346 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [204.8 652.3 287.2 667.3]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



347 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [113.4 652.3 194.4 667.3]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



348 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [433.8 174.2 535.3 189.2]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



349 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [320 174.2 422.2 189.2]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



350 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [223.6 174.2 308.4 189.2]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



351 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [113.4 174.2 212 189.2]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



352 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [113.4 323.4 210.7 338.4]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



353 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [433.3 338.3 531.6 353.3]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



354 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [314.2 338.3 417.6 353.3]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



355 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [225.4 338.3 298.4 353.3]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



356 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [113.4 338.3 209.6 353.3]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



357 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [232.9 517.7 387.2 532.7]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ingentaconnect.com/content/cabi/bjn)

      >>

>>

endobj



358 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [295.8 100.3 380.8 115.3]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



359 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [177 100.3 285.3 115.3]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



360 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [113.4 100.3 166.4 115.3]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



361 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [330.6 383.2 487.9 398.2]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ingentaconnect.com/content/cabi/bjn)

      >>

>>

endobj



362 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [113.4 517.7 361.7 532.7]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.amazon.co.uk/exec/obidos/ASIN/090521434X/ref=br_lf_b_7/202-0078527-9079065)

      >>

>>

endobj



363 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [474.4 532.7 538.6 547.7]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.amazon.co.uk/exec/obidos/ASIN/090521434X/ref=br_lf_b_7/202-0078527-9079065)

      >>

>>

endobj



364 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [113.4 532.7 157.5 547.7]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.amazon.co.uk/exec/obidos/search-handle-url/index=books-uk&field-author=Willis%2C Josephine/202-0078527-9079065)

      >>

>>

endobj



365 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [459.8 547.6 502.5 562.6]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.amazon.co.uk/exec/obidos/search-handle-url/index=books-uk&field-author=Kelly%2C Noel C./202-0078527-9079065)

      >>

>>

endobj



366 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [113.4 637.3 168.7 652.3]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (javascript:s(')

      >>

>>

endobj



367 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [480.3 652.3 538.6 667.3]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (javascript:s(')

      >>

>>

endobj



368 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [297.9 114.1 425.8 129.1]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (javascript:s(')

      >>

>>

endobj



369 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [113.4 248.6 210.7 263.6]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



370 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [433.3 263.6 531.6 278.6]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



371 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [314.2 263.6 417.6 278.6]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



372 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [225.4 263.6 298.4 278.6]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



373 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [113.4 263.6 209.6 278.6]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



374 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [113.4 517.7 168.7 532.7]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (javascript:s(')

      >>

>>

endobj



375 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [480.6 532.7 538.6 547.7]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (javascript:s(')

      >>

>>

endobj



376 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [113.4 697.1 206.6 712.1]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (javascript:s(')

      >>

>>

endobj



377 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [367.2 712.1 538.6 727.1]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (javascript:s(')

      >>

>>

endobj



378 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [120.8 413.1 317.9 428.1]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.petbr.com.br/rcbeagle.asp)

      >>

>>

endobj



379 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [120.8 652.3 343.2 667.3]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://ioh.medstudents.com.br/imuno2.htm)

      >>

>>

endobj



380 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [415.8 129 500.1 144]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



381 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [327 129 405.5 144]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



382 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [218.1 129 316.8 144]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



383 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [113.4 129 207.8 144]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



384 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [117.8 159.6 194 182]

   /Dest [29 0 R /XYZ 113.4 622.6 0]

>>

endobj



385 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [297.6 473.2 301.4 488.2]

   /Dest [110 0 R /XYZ 116.3 99.8 0]

>>

endobj



386 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [268.4 159.6 270.7 182]

   /Dest [137 0 R /XYZ 115.5 113.6 0]

>>

endobj



387 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [395.3 558.8 398.3 570.4]

   /Dest [164 0 R /XYZ 116.9 113.6 0]

>>

endobj



388 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [209 652.4 211.3 674.8]

   /Dest [177 0 R /XYZ 115.5 113.6 0]

>>

endobj



389 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [196.5 212.1 199.5 223.7]

   /Dest [219 0 R /XYZ 116.9 113.6 0]

>>

endobj



390 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [254.8 399.4 257.8 411]

   /Dest [229 0 R /XYZ 116.9 125.1 0]

>>

endobj



391 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [153.9 697.2 157.7 719.6]

   /Dest [246 0 R /XYZ 116.3 99.8 0]

>>

endobj



392 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [190.3 295.7 194.1 310.7]

   /Dest [249 0 R /XYZ 116.3 111.4 0]

>>

endobj



393 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [225.7 185.4 229.5 200.4]

   /Dest [249 0 R /XYZ 116.3 99.8 0]

>>

endobj



394 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [265.2 185.4 269 200.4]

   /Dest [249 0 R /XYZ 116.3 88.3 0]

>>

endobj



395 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [169.4 607.6 173.2 622.6]

   /Dest [252 0 R /XYZ 116.3 88.3 0]

>>

endobj



396 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [171.9 361.2 179.5 383.6]

   /Dest [288 0 R /XYZ 119.2 99.8 0]

>>

endobj



397 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [172.6 226.8 180.2 249.2]

   /Dest [294 0 R /XYZ 119.2 88.3 0]

>>

endobj



398 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [345.5 742 353.1 757]

   /Dest [297 0 R /XYZ 119.2 122.9 0]

>>

endobj



399 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [426.7 742 434.3 757]

   /Dest [297 0 R /XYZ 119.2 111.4 0]

>>

endobj



400 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [527.9 742 535.5 757]

   /Dest [297 0 R /XYZ 119.2 99.8 0]

>>

endobj



401 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [140.2 719.6 147.8 742]

   /Dest [297 0 R /XYZ 119.2 88.3 0]

>>

endobj



431 0 obj

<< /Type /Catalog

   /Pages 402 0 R

>>

endobj



432 0 obj

<< /Title <FEFF004E0041004E004300590020004C004F00520045004E00410020004D004F004E0054004100D1004F00200052004900560045005200410020>

/Author <FEFF004E0061006E0069>

/Creator <FEFF005700720069007400650072>

/Producer <FEFF004F00700065006E004F00660066006900630065002E006F0072006700200032002E0030>

/CreationDate (D:20060517092011-03'00'
javascript:s(')

      >>

>>

endobj



332 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [113.4 727 133.4 742]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



333 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [469.5 742 538.6 757]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



334 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [386.8 742 459.3 757]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



335 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [293.3 742 376.7 757]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



336 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [217.3 742 283.2 757]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



337 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [113.4 742 207.1 757]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



338 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [113.4 443 206.6 458]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (javascript:s(')

      >>

>>

endobj



339 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [367.2 457.9 538.6 472.9]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (javascript:s(')

      >>

>>

endobj



340 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [226.3 637.3 322.8 652.3]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



341 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [129.1 637.3 216.2 652.3]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



342 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [113.4 637.3 118.5 652.3]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



343 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [467.6 652.3 538.6 667.3]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



344 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [395.4 652.3 457.2 667.3]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



345 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [297.6 652.3 385.1 667.3]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



346 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [204.8 652.3 287.2 667.3]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



347 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [113.4 652.3 194.4 667.3]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



348 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [433.8 174.2 535.3 189.2]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



349 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [320 174.2 422.2 189.2]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



350 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [223.6 174.2 308.4 189.2]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



351 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [113.4 174.2 212 189.2]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



352 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [113.4 323.4 210.7 338.4]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



353 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [433.3 338.3 531.6 353.3]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



354 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [314.2 338.3 417.6 353.3]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



355 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [225.4 338.3 298.4 353.3]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



356 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [113.4 338.3 209.6 353.3]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



357 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [232.9 517.7 387.2 532.7]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ingentaconnect.com/content/cabi/bjn)

      >>

>>

endobj



358 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [295.8 100.3 380.8 115.3]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



359 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [177 100.3 285.3 115.3]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



360 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [113.4 100.3 166.4 115.3]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



361 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [330.6 383.2 487.9 398.2]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ingentaconnect.com/content/cabi/bjn)

      >>

>>

endobj



362 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [113.4 517.7 361.7 532.7]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.amazon.co.uk/exec/obidos/ASIN/090521434X/ref=br_lf_b_7/202-0078527-9079065)

      >>

>>

endobj



363 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [474.4 532.7 538.6 547.7]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.amazon.co.uk/exec/obidos/ASIN/090521434X/ref=br_lf_b_7/202-0078527-9079065)

      >>

>>

endobj



364 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [113.4 532.7 157.5 547.7]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.amazon.co.uk/exec/obidos/search-handle-url/index=books-uk&field-author=Willis%2C Josephine/202-0078527-9079065)

      >>

>>

endobj



365 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [459.8 547.6 502.5 562.6]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.amazon.co.uk/exec/obidos/search-handle-url/index=books-uk&field-author=Kelly%2C Noel C./202-0078527-9079065)

      >>

>>

endobj



366 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [113.4 637.3 168.7 652.3]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (javascript:s(')

      >>

>>

endobj



367 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [480.3 652.3 538.6 667.3]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (javascript:s(')

      >>

>>

endobj



368 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [297.9 114.1 425.8 129.1]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (javascript:s(')

      >>

>>

endobj



369 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [113.4 248.6 210.7 263.6]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



370 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [433.3 263.6 531.6 278.6]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



371 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [314.2 263.6 417.6 278.6]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



372 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [225.4 263.6 298.4 278.6]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



373 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [113.4 263.6 209.6 278.6]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



374 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [113.4 517.7 168.7 532.7]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (javascript:s(')

      >>

>>

endobj



375 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [480.6 532.7 538.6 547.7]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (javascript:s(')

      >>

>>

endobj



376 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [113.4 697.1 206.6 712.1]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (javascript:s(')

      >>

>>

endobj



377 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [367.2 712.1 538.6 727.1]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (javascript:s(')

      >>

>>

endobj



378 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [120.8 413.1 317.9 428.1]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.petbr.com.br/rcbeagle.asp)

      >>

>>

endobj



379 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [120.8 652.3 343.2 667.3]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://ioh.medstudents.com.br/imuno2.htm)

      >>

>>

endobj



380 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [415.8 129 500.1 144]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



381 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [327 129 405.5 144]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



382 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [218.1 129 316.8 144]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



383 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [113.4 129 207.8 144]

   /A << /Type /Action

         /S /URI

         /URI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=)

      >>

>>

endobj



384 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [117.8 159.6 194 182]

   /Dest [29 0 R /XYZ 113.4 622.6 0]

>>

endobj



385 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [297.6 473.2 301.4 488.2]

   /Dest [110 0 R /XYZ 116.3 99.8 0]

>>

endobj



386 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [268.4 159.6 270.7 182]

   /Dest [137 0 R /XYZ 115.5 113.6 0]

>>

endobj



387 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [395.3 558.8 398.3 570.4]

   /Dest [164 0 R /XYZ 116.9 113.6 0]

>>

endobj



388 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [209 652.4 211.3 674.8]

   /Dest [177 0 R /XYZ 115.5 113.6 0]

>>

endobj



389 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [196.5 212.1 199.5 223.7]

   /Dest [219 0 R /XYZ 116.9 113.6 0]

>>

endobj



390 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [254.8 399.4 257.8 411]

   /Dest [229 0 R /XYZ 116.9 125.1 0]

>>

endobj



391 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [153.9 697.2 157.7 719.6]

   /Dest [246 0 R /XYZ 116.3 99.8 0]

>>

endobj



392 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [190.3 295.7 194.1 310.7]

   /Dest [249 0 R /XYZ 116.3 111.4 0]

>>

endobj



393 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [225.7 185.4 229.5 200.4]

   /Dest [249 0 R /XYZ 116.3 99.8 0]

>>

endobj



394 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [265.2 185.4 269 200.4]

   /Dest [249 0 R /XYZ 116.3 88.3 0]

>>

endobj



395 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [169.4 607.6 173.2 622.6]

   /Dest [252 0 R /XYZ 116.3 88.3 0]

>>

endobj



396 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [171.9 361.2 179.5 383.6]

   /Dest [288 0 R /XYZ 119.2 99.8 0]

>>

endobj



397 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [172.6 226.8 180.2 249.2]

   /Dest [294 0 R /XYZ 119.2 88.3 0]

>>

endobj



398 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [345.5 742 353.1 757]

   /Dest [297 0 R /XYZ 119.2 122.9 0]

>>

endobj



399 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [426.7 742 434.3 757]

   /Dest [297 0 R /XYZ 119.2 111.4 0]

>>

endobj



400 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [527.9 742 535.5 757]

   /Dest [297 0 R /XYZ 119.2 99.8 0]

>>

endobj



401 0 obj

<< /Type /Annot

   /Subtype /Link

   /Border [0 0 0]

   /Rect [140.2 719.6 147.8 742]

   /Dest [297 0 R /XYZ 119.2 88.3 0]

>>

endobj



431 0 obj

<< /Type /Catalog

   /Pages 402 0 R

>>

endobj



432 0 obj

<< /Title <FEFF004E0041004E004300590020004C004F00520045004E00410020004D004F004E0054004100D1004F00200052004900560045005200410020>

/Author <FEFF004E0061006E0069>

/Creator <FEFF005700720069007400650072>

/Producer <FEFF004F00700065006E004F00660066006900630065002E006F0072006700200032002E0030>

/CreationDate (D:20060517092011-03'00'
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=

87

CONSIDERACOES FINAIS

O consumo alimentar neste experimento foi restrito tanto quanto ao tempo
(30°) quanto a quantidade de alimento fornecido (de acordo com o peso
metabolico e a fase de crescimento dos caes). Apesar da ingestdo em grama ser
estatisticamente semelhante entre os grupos, a ingestao em energia foi maior para
o grupo ALC. Isto pode ser observado nos resultados dos ensaios de
digestibilidade, onde o grupo ALC apresentou maior energia metabolizavel que o
grupo controle.

Entretanto, ndo foi observado diferenga na composi¢do corporal entre os
grupos. Esta diferenca pode ndo ter sido observada devido ao uso de métodos
subjetivos para avaliacdo de composic¢ao corporal e também ao uso de um grupo
experimental considerado reduzido (n=16).

Sugerem-se pesquisas futuras com avaliagdes mais objetivas. A
composicao corporal pode ser determinada por meio de diferentes técnicas com
diferentes graus de precisdo e exatiddo e a custos variados. Existem métodos
altamente sofisticados, porém caros, de avaliagdo da composicdo corporal,
incluindo absorciometria de raios-x de dupla energia, tomografia
computadorizada, ressonancia magnética e andlise por ativacao de néutrons.

Quanto as analises bioquimicas, perfil lipidico e glicemia, ndo foram
observados diferencas estatisticas significativas entre os grupos. Apesar do grupo
experimental ter sido homogéneo quanto a idade e raca, o possivel efeito do ALC
sobre estes parametros podem nao ter sido demonstrado devido ao numero de
animais (n=16), alto coeficiente de varia¢do das andlises, concentragao de ALC
na dieta (0,3%), tempo de administra¢dao de dieta suplementada e uso de animais
na fase de crescimento.

Sao necessarios mais estudos com ALC na dieta de caes, realizando
experimentos com diferentes faixas etarias e condigdes corporais (por exemplo,

caes obesos) e também diferentes concentracdes de ALC adicionado na dieta.
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Atualmente ¢ interessante conhecer os processos pelo qual o organismo
passa durante e apds o exercicio, ja que as competi¢des de pastoreio € provas de
agilidade estdao cada vez mais freqiientes.

Neste trabalho foi dosado o perfil lipidico e a glicemia somente apds o
exercicio, ficando como sugestao a dosagem de enzimas e substratos antes e logo
apds 0 exercicio para que se possa comparar a varia¢ao, uso desse substrato bem
como sua disponibilidade na corrente sangiiinea.

Outra sugestdo seria a padronizagdo de metodologias como mensuragdo de
sitios anatoOmicos para avaliar composi¢do corporal e o que pode ser chamado de
“exercicio”, neste experimento, o exercicio foi considerado como corrida sobre
esteira por 17 minutos a uma velocidade média de 4,5 km/hr.

A concentracdo de lactato sérica foi superior no grupo ALC quando
comparado ao grupo controle (p<0,05). Nao foi mensurado o consumo de
oxigénio neste experimento, somente a freqiiéncia respiratoria, a qual se mostrou
superior a do grupo controle, mas ndo diferente estatisticamente. Sugere-se em
experimentos futuros a realizagdo da mensuracdo de consumo de oxigénio, pois
foi observado em experimento com roedores maior consumo de oxigénio no
grupo de ratos que ingeriram uma dieta rica em lipideos.

Outro processo que pode ter ocorrido para esse aumento da concentragao
de lactato sérico seria devido a inibi¢do da enzima piruvato desidrogenase por um
aumento da oxidacdo de d4cidos graxos. Sendo que muitas pesquisas ja
relacionam o uso do ALC na dieta com o aumento da oxidagdo de acidos graxos
no organismo, principalmente no tecido adiposo.

Além das sugestOes citadas acima, faz-se necessario o desenvolvimento de
mais pesquisas que avaliem separadamente os efeitos dos dois principais
isdmeros do ALC sobre as atividades enzimaticas, como por exemplo, carnitina
palmitoil transferase, a fim de esclarecer os reais mecanismos de a¢do do ALC,
para que entdo possam ser usados com seguranga e eficiéncia nas prescri¢des
relacionadas, por exemplo, como agente anti-obesidade e agente imuno-

estimulador.



