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RESUMO

A suplementacgdo lipidica com &cido palmitico (C16:0), tem se mostrado eficiente em dar
suporte a producdo e aumentar o teor de gordura do leite. Assim, o objetivo deste estudo foi
avaliar os efeitos do C16:0 na expressao de genes envolvidos na sintese de novo (ACC-a PII,
ACC-a PIII e FASN), internalizagao (CD36), transporte intracelular (FABP 3 e 4) ¢
dessaturacdo (SCD) de &cidos graxos, e também em um dos fatores de transcricdo (PPAR-y)
envolvidos na regulacdo de enzimas envolvidas na sintese da gordura do leite. Foram
realizados cultivos de explantes mamarios de trés ovelhas da raga Lacaune com 40 dias em
lactacdo, obtidos através de bidpsia. Os explantes foram cultivados por 24 horas, com 0s
tratamentos: controle [meio de cultivo + albumina bovina (98%; BSA) a 75 uM] e acido
palmitico [meio de cultivo + C16:0 (99%) a 75 uM + albumina bovina (98%; BSA)].
Posteriormente foi extraido o RNA total, sintetizado o DNA complementar (cDNA) e
realizada a analise quantitativa da reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-gPCR).
Os dados foram analisados pelo programa estatistico SAS, utilizando o procedimento
MIXED. O C16:0 aumentou, respectivamente, a expresséo génica da ACC-a. PIII, ACC-a PII
e FASN em 1,5, 1,3 e 1,3 vezes, quando comparado ao controle. A expressdo génica da
CD36, FABP3, FABP4, SCD e PPAR-y ndo sofreu efeito de tratamento. O aumento de acidos
graxos de cadeia curta e média observados na literatura pode justificar o aumento da
expressao génica das enzimas envolvidas na sintese de novo no presente estudo. O motivo
pelo qual os genes envolvidos na via da captacdo de AG da circulagdo sanguinea ndo foram
afetados pelo acido palmitico ndo esta claro.

Palavras-chave: Biologia da lactacdo. Metabolismo lipidico. Leite ovino.






ABSTRACT

Lipid supplementation with palmitic acid (C16:0) has been shown to increase milk production
and milk fat content. The objective of this study was to evaluate the effect of C16:0 in the
expression of genes involved in de novo synthesis (ACC-a PIl, ACC-a PIIl and FASN),
internalization (CD36), intracellular transport (FABP 3 and 4) and fatty acids desaturation
(SCD), and also in the transcription factor (PPAR-y) involved in the regulation of genes
involved in the milk fat synthesis. Mammary explants from three Lacaune ewes with 40 days
in milk, obtained through biopsy were cultured for 24 hours with one of the following
treatments: control [culture medium + bovine albumin (98%; BSA) at 75 puM] and palmitic
acid [culture medium + C16:0 (99%) at 75 uM]. Subsequently, total RNA was extracted,
complementary DNA (cDNA) was synthesized and carried out the real-time quantitative
polymerase chain reaction analysis (RT-gPCR). The data were analyzed by the SAS statistical
software, using the MIXED procedure. C16:0 increased, respectively, ACC-a PIII, ACC-a PII
and FASN gene expression in 1.5, 1.3 and 1.3 fold, when compared to the control. The CD36,
FABP3, FABP4, SCD and PPAR-y gene expression had no treatment effect. The increase in
short and medium-chain fatty acids observed in the literature may justify the increase in gene
expression of the enzymes involved in de novo synthesis in the present study. The reason the
genes involved in the FA uptake pathway from the bloodstream were not affected by palmitic
acid is unclear.

Keywords: Lactation biology. Lipid metabolism. Sheep milk.
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1 INTRODUCAO

Devido ao aumento da producéo e demanda de leite e produtos lacteos no mundo, tem
crescido o nimero de estudos voltados a melhorar a compreensdo da biologia da lactagéo e da
sintese do leite nas ultimas décadas. Dentre os constituintes do leite, a gordura € o principal
componente energeético e é responsavel por muitas das propriedades fisicas, caracteristicas de
fabricacdo e qualidades organolépticas do leite e dos produtos lacteos. A gordura também é o
componente do leite mais varidvel e os fatores ambientais e fisioldgicos que afetam a gordura
do leite tém sido amplamente caracterizados (BAUMAN & GRIINARI, 2003). A nutri¢do é o
fator predominante que afeta a gordura do leite e representa uma ferramenta pratica para
alterar a producdo e a composicao de acidos graxos (AG) da gordura do leite (BAUMAN et
al.,, 2006). Dessa forma, pesquisas que visam melhorar o entendimento da regulacdo
nutricional da sintese de gordura do leite vém sendo desenvolvidas.

O leite de ovelha representa 1,4% da producdo mundial de leite (FAO, 2015). No
entanto, apesar de representar pouco a nivel mundial, as fazendas produtoras de leite de
ovelha representam uma parte significativa da economia agricola em muitos paises,
especialmente aqueles que fazem fronteira com o Mar Mediterraneo e no Oriente Médio
(BALTHAZAR et al., 2017). O valor nutricional do leite de ovelha é maior que o de leite de
cabra e vaca, com maiores niveis de proteinas, lipideos, minerais e vitaminas essenciais para a
salide humana e um valor caldrico correspondente a 5932 kJ/kg (BARLOWSKA et al., 2011;
PARK et al., 2007). Enquanto a vaca e a cabra produzem, respectivamente, 3,3 (£0,2) e 3,8
(20,1), a ovelha produz em média 5,9 (x 0,3) gramas de gordura em 100 g de leite produzido
(JANDAL, 1996; PARK et al., 2007).

Estudos em nivel de biologia molecular do processo de sintese e secre¢do do leite tém
caracterizado genes relacionados as enzimas envolvidas na captagdo, interiorizagéo, transporte
e ativacdo intracelular, sintese de novo, dessaturagdo e esterificagdo de AG, a fim de associar
os efeitos da dieta sobre a abundancia de suas transcrigdes e/ou atividades. Nos ruminantes,
gracas ao conhecimento recente das sequéncias de cDNA de varios desses genes, ferramentas
moleculares para estudar sua expressao foram desenvolvidas para permitir a quantificagdo de
seu mRNA por real-time RT-qPCR (BERNARD, 2008).

Os suplementos de gordura saturada de cadeia longa tém sido usados para aumentar a
densidade energética das dietas, producdo de gordura e producdo de leite em ruminantes,
especialmente vacas leiteiras (ENJALBERT et al., 2000; LOCK et al., 2013; STEELE, 1969;
STEELE & MOORE, 1968; WANG et al., 2010). No entanto, as respostas de producdo as
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gorduras altamente saturadas (>85% de &cidos graxos saturados) variam muito. Embora
varios estudos tenham sido relatados com fontes de gordura contendo aproximadamente 85%
de &cido palmitico (C16:0), os AG restantes podem ter influenciado as respostas ao
tratamento, tornando necessarios estudos com AG puros. Rico et al. (2014a) forneceram um
suplemento com 97,9% de C16:0 e outro com 97,4% de é&cido estearico (C18:0) e,
observaram aumento na eficiéncia alimentar (1,48 vs. 1,40), na concentragéo (3,66 vs. 3,55%)
e producdo (1,68 vs. 1,59 kg/d) de gordura do leite, e na producdo de leite corrigida para 3,5%
do teor de gordura (47,5 vs. 45,6 kg/d), quando comparado o C16:0 com o C18:0. No entanto,
0s genes envolvidos na sintese do leite ndo foram mensurados, e 0s autores sugeriram a
realizacdo de um futuro trabalho para entender o papel dos AG na regulacdo da lipogénese
mamaria. Para o nosso conhecimento, ndo existem estudos com ovelhas que tenham avaliado
os efeitos da suplementacdo de um suplemento de acido palmitico puro, seja in vivo ou in
vitro.

A revisdo de Grummer (1991) descreveu que a suplementacdo de gordura geralmente
diminui a proporgdo de AG de novo (C6:0 a C16:0) na gordura do leite de forma linear com o
aumento da suplementacdo de gordura. Esses efeitos foram relatados com fornecimento de
suplementos de AG saturados e insaturados (BANKS et al.,, 1976; CLAPPERTON &
BANKS, 1985). Lock et al. (2013) relataram que as concentracdes de todos os AG de C6:0 a
C14:1 cis-9 do leite diminuiram como resultado do fornecimento de um suplemento rico em
acido palmitico (~85%) para vacas leiteiras. Neste ambito, n6s hipotetizamos que os efeitos
da suplementacdo de C16:0 em explantes de glandula mamaria ovina lactante cultivados in
vitro envolverdo diminuicdo da expressao de genes envolvidos na sintese de novo e, aumento
da expressao de genes envolvidos nas fases de captacéo, interiorizacéo, transporte intracelular

e dessaturacao de AG.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 0 USO DE GORDURAS NA ALIMENTACAO DE RUMINANTES

As gorduras estdo presentes em pequenas quantidades (menos de 50 g/kg MS) na
maioria dos alimentos naturais disponiveis para alimentacdo animal, exceto nos grdos das
oleaginosas. No entanto, suplementos lipidicos sdo usados em ra¢Bes por razdes nutricionais
ou econdmicas para aumentar o nivel de energia nas dietas. Devido ao seu elevado valor
energético, os suplementos lipidicos podem contribuir para atender as necessidades
energéticas dos animais (DOREAU & CHILLIARD, 1997). Essa tem sido uma das estratégias
nutricionais empregadas para reduzir o tempo em que 0s animais permanecem em balango
energético negativo (BEN) e para dar suporte a producdo de leite. De maneira geral, a
suplementacdo lipidica pode aumentar a producéo de leite, o teor e/ou a producdo de gordura
e melhorar a eficiéncia da producéo leiteira (ALLEN, 2000).

As principais sementes de oleaginosas comumente usadas na ragdo de ruminantes sao
0 caroco de algodao, soja tostada, girassol e canola, todas ricas em acidos graxos insaturados
(AGI) (KONONOFF et al., 2004). Ainda, Oleos extraidos dessas sementes e outros
subprodutos de plantas séo fontes comuns de gordura em ragcfes. No entanto, justamente por
conter substanciais niveis de acidos graxos poliinsaturados (AGPI) rapidamente disponiveis
que podem atrapalhar a fermentacdo ruminal e digestibilidade da fibra, seu uso nas dietas se
torna limitado (JENKINS, 1993). Diante disso, muitos trabalhos tém focado em métodos para
incluir gordura adicional na dieta sem alterar a funcdo do rumen. As estratégias utilizadas
para incorporar gordura a dieta sdo a protecdo dos AGI da acdo microbiana ruminal e
suplementacdo com acidos graxos altamente saturados (JENKINS & McGUIRE, 2006).

Existem processos quimicos que “protegem” a gordura da agdo dos microrganismos
ruminais fazendo com que a digestdo ocorra apenas no trato digestivo inferior e os produtos
assim disponiveis no mercado sdo os chamados “bypass” (NAIK, 2013). Contudo, ainda
assim, seu uso pode apresentar algumas restrigdes, como por exemplo, os sais de calcio de
acidos graxos, uma das formas de gordura bypass menos degradaveis no rimen e bastante
utilizada (ELMEDDAMH et al., 1991), para que seja inerte no ramen, o pH ruminal deve ser
mantido acima de 5,5 (CHALUPA et al., 1986).

O fornecimento de suplementos ricos em acidos graxos saturados (AGS) pode ser

bastante atil por serem mais inertes ao metabolismo ruminal (GRUMMER, 1988;
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PALMQUIST & JENKINS, 1980). Harvatine e Allen (2006) relataram que a concentragdo e a
producdo de gordura do leite diminuiram linearmente a medida que o grau de insaturacao de
um suplemento lipidico aumentava na dieta. Rico et al. (2014b) reportaram que um
suplemento contendo 84,8% de &cido palmitico apresentou menor risco de induzir depressao
na gordura do leite, quando comparado com um produto contendo apenas 47,4% fornecido a
vacas de alta producdo. Em outro estudo, Relling e Reynolds (2007) adicionaram um
suplemento com 87% de AGS a 3,5% do consumo de MS da dieta de vacas leiteiras e
observaram um aumento na porcentagem e producdo de gordura do leite em comparagdo com
os tratamentos contendo 58% de AGPI (sais de Ca de AG de dleo de soja) e 36% de acidos

graxos monoinsaturados (AGMI; sais de Ca de AG de 6leo destilado de palma).

2.1.1 O uso de &cidos graxos especificos

2.1.1.1 O efeito da suplementacdo com acido palmitico em ruminantes

Resultados positivos e variaveis tém sido obtidos com suplementacdo de gordura
altamente saturada em dietas de ruminantes, como no estudo desenvolvido por Mosley et al.
(2007), onde foi observado um aumento linear na producdo de gordura do leite e incorporacédo
de C16:0 na gordura do leite quando a inclusdo de um suplemento rico em &cido palmitico
(86,6%) aumentou de 1,8 para 5,2% do consumo de MS da dieta de vacas leiteiras. Esse
potencial de maximizar as respostas dos animais durante a lactacdo pelo uso de gorduras
saturadas justifica o interesse em entender os efeitos do uso de AGS especificos, pois podem
afetar o desempenho geral do animal e a composicéo do leite e, portanto, estdo intimamente
relacionados com a rentabilidade da atividade (RICO, 2013).

Utilizando um suplemento contendo 85% de C16:0, Lock et al. (2013) observaram um
aumento de 8,6% na eficiéncia de produgdo e um aumento de 7,2% no teor de gordura do
leite, sendo atribuido ao aumento de &cidos graxos com 16 carbonos secretados no leite. Um
trabalho do nosso grupo, desenvolvido por Tddero et al. (2016) mostrou um aumento de 8,3%
no teor de gordura do leite de vacas que receberam um suplemento lipidico contendo 88% de
acido palmitico quando comparado com um grupo controle sem suplementacdo lipidica. J&
Piantoni et al. (2013) também destacaram a falta de estudos com suplementacdo de acidos
graxos puros e forneceram a vacas em lactacdo um suplemento contendo 99% de C16:0 e

obtiveram aumentos na producao de leite (2,5%) e no teor de gordura do leite (3,3%).
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Em outro estudo realizado pelo nosso grupo de pesquisa (BALDIN et al., 2017),
observou-se maior concentracdo (0,29 unidades percentuais) de gordura no leite de ovelhas
que receberam um suplemento com 46% de &cido palmitico comparando-se com um
suplemento rico em AGPI. A literatura dispbe de varios estudos avaliando os efeitos do sabao
de célcio de acidos graxos sobre o desempenho de ovelhas leiteiras (Gargouri et al., 2006;
compilado de 18 trabalhos); contudo, experimentos que avaliaram o uso de gorduras

altamente saturadas ou de acidos graxos especificos sao escassos.

2.2 SINTESE DE GORDURA NA GLANDULA MAMARIA

A gordura do leite é composta por cerca de 98% de triglicerideos (TG), dos quais
aproximadamente 95% sdo AG e menos de 1% sdo fosfolipideos, com pequenas quantidades
de colesterol, 1,2-diacilglicerol, monoacilglicerol e AG livres (BERNARD et al., 2008).
Apesar das proporc6es muito diferentes de gordura no leite entre espécies, as células epiteliais
secretoras dos alvéolos mamarios de todas as espécies utilizam 0s mesmos mecanismos para
produzir uma proporcao constante de triglicerideos, fosfolipideos e colesterol no leite (DILS,
1986).

Sabe-se que a sintese de gordura do leite depende da atividade coordenada de enzimas
envolvidas na captacdo de substratos, lipogénese de novo, transporte, dessaturacdo e
esterificacdo de acidos graxos, formacdo, transporte e excrecdo da goticula de gordura (ver
Figura 1; WRIGHT et al., 2006). Nos ruminantes, os AG provém de duas fontes, que em
condicdes de balanco energético positivo (BEP), contribuem igualitariamente (em base molar)
para a composi¢cdo da gordura do leite: AG da sintese de novo formados nas células do
epitélio mamario e AG pré-formados oriundos da dieta captados da circulagcdo sanguinea
(HAWKE & TAYLOR, 1995). Os acidos graxos de cadeia curta (AGCC; 4 a 8 carbonos) e
cadeia média (AGCM; 10 a 14 carbonos) surgem quase exclusivamente da sintese de novo.
Os é&cidos graxos de cadeia longa (AGCL; >16 carbonos) sdo derivados da absor¢do de
lipideos circulantes e os acidos graxos de 16 carbonos de comprimento sdo originarios de
ambas as fontes (BAUMAN & GRIINARI, 2003).
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Figura 1 — Principais processos relacionados ao metabolismo lipidico em células epiteliais

mamarias.
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Fonte: RICO, 2013
E mostrada a captagdo de AG da circulagio sanguinea, dessaturacio de AG de cadeia longa, sintese de novo de
AG e secrecdo de globulos de gordura do leite. AbreviagOes: lipoproteina lipase (LPL); estearoil CoA
dessaturase (SCD); proteina de ligacdo de acidos graxos (FABP); acetil CoA carboxilase alfa (ACC-a); &cido
graxo sintase (FAS); glicerol-3 fosfato acil transferase (GPAT); diacilglicerol aciltransferase (DGAT);
triglicerideos (TG).

2.2.1 Sintese de novo

A lipogénese de novo ocorre no citoplasma da célula da glandula maméria de
ruminantes lactantes e € um processo ciclico sequencial no qual as unidades de acetil séo
continuadamente adicionadas a um "iniciador”, usualmente o acetil CoA, mas podendo ser
usado também o P-hidroxibutirato (BAUMAN & DAVIS, 1974). Diferente dos
monogastricos, que utilizam a glicose como fonte de carbono, nos ruminantes, o acetato
gerado da fermentacdo ruminal de carboidratos, é a principal fonte de carbono ¢ o -

hidroxibutirato, produzido pelo epitélio do rimen a partir do butirato absorvido, fornece cerca
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de metade dos primeiros quatro carbonos utilizados na sintese de novo dos AG do leite
(BAUMAN & GRIINARI, 2003).

Um passo importante na sintese de AG € catalisado pela enzima acetil-CoA
carboxilase (ACC; WRIGHT et al., 2006). S&o encontradas as formas alfa e beta da ACC em
animais (KIM, 1997), sendo que a alfa é a forma encontrada em tecidos lipogénicos e regula a
taxa de sintese dos AG; ja a beta é encontrada em tecidos ndo lipogénicos e esta associada
com o controle da oxidacdo dos AG (DRACKLEY, 2000). A ACC-a é responsavel pela
formacédo de malonil-CoA, o substrato intermediario necessario para o alongamento da cadeia
dos AG realizado pela enzima multifuncional &cido graxo sintase (FASN; SMITH, 1994).

Inicialmente, foi demonstrada a existéncia de trés regides promotoras no gene da
ACC: PI, PIl e PIII; sendo que sdo expressos em diferentes tecidos. O uso do PIII é limitado
ao pulmdo, figado, rim, cérebro e predominantemente a glandula mamaria em lactacdo nas
espécies bovina (MAO et al., 2002) e ovina (BARBER et al., 2003). A expressao do PII é
universal, com uma expressdo elevada na glandula mamaria em lactacdo. O PI €
preferencialmente utilizado no tecido adiposo e no figado sob condi¢des lipogénicas, e na
glandula mamaria bovina em lactacdo (MAO et al., 2001), enquanto na glandula mamaria
ovina, sua contribuicdo é baixa ou ausente (2%; MOLENAAR et al., 2003).

A FASN catalisa a condensacdo de malonil-CoA oriundo da reacdo da ACC com acetil-
CoA e butiril-CoA, depois disso ocorrem outros ciclos de reducdo e condensacdo até a
formacéo do &cido graxo saturado C16:0, o principal produto da reacdo da FASN. Contudo, a
acido graxo sintase de ruminantes possui atividade de aciltransferase de cadeia média
também; a glandula mamaria dessas espécies, através da FASN sdo as unicas que possuem
capacidade de esterificar butiril-CoA (C4:0-CoA) e hexanoil-CoA (C6:0-CoA) na posic¢ao sn-
3 do glicerol. Ainda, ha enzimas acil-tioesterases, que sdo responsaveis pela interrupcdo do
alongamento da cadeia de AG, uma vez que ele tenha atingido determinado comprimento. A
cadeia de acil-tioesterase é associada com o complexo FASN e libera tioesteres acil-CoA.
Juntos, esses fatores sdo responsaveis pela alta propor¢do de cadeias curtas e médias de AG
nos TG do leite (BARBER et al., 1997; BIONAZ & LOOR, 2008b; DILS, 1986).

2.2.2 Acidos graxos pré-formados
Os éacidos graxos pré-formados absorvidos pela glandula maméria e diretamente

utilizados para a sintese da gordura do leite sdo derivados de lipoproteinas circulantes

(lipoproteina de muito baixa densidade - VLDL e quilomicron) e &cidos graxos nao
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esterificados (AGNE) que se originam da absorcdo de lipideos do trato digestivo e da
mobilizacdo de reservas de gordura corporal, respectivamente (BARBER et al., 1997;
BAUMAN & DAVIS, 1974). Em ruminantes, 0s AG que sdo captados da circulagdo séo
oriundos maioritariamente da absorcdo intestinal de &cidos graxos derivados da dieta e do
metabolismo ruminal. Comumente, os AG provindos da lipdlise e da mobilizacdo da gordura
corporal constituem menos de 10% da gordura do leite. J& em situacGes que 0s animais se
encontram em BEN, a parcela dos &cidos graxos mobilizados aumenta de acordo com a
dimensdo do déficit de energia (BAUMAN & GRIINARI, 2001). Trés quartos dos TG de
lipoproteinas intestinais sdo usados pela glandula mamaéria em lactacdo (PALMQUIST,
2006).

A captacdo intracelular dos AG depende da acdo da lipoproteina lipase (LPL), a qual
realiza a ancoragem do VLDL ou quilomicrons ao endotélio mamario e, seguidamente,
hidrolisa os TG no nucleo da lipoproteina liberando AG desesterificados para que sejam
internalizados (FIELDING & FRAYN, 1998). Bionaz e Loor (2008b) observaram que o
padrdo de expressdo de LPL mamaéria de bovinos foi notavelmente similar a curva de
lactacdo, o que pode ser indicativo de um papel importante desse gene na manutencdo da
sintese do leite.

Apbs a desesterificacdo, inicia a passagem dos AG para o interior da célula, que pode
ocorrer através de proteinas que captam e transportam os AG, pelo mecanismo “flip-flop” ou
por difusdo passiva dos AG através das membranas, sendo este Gltimo de menor importancia
quando comparado aos anteriores. O translocador de &cido graxo (CD36) e proteinas de
transporte de &cidos graxos (SLC27A) estdo entre as principais proteinas envolvidas no
transporte de AG (DOEGE & STAHL, 2006). Bionaz e Loor (2008b) mensuraram 0 mRNA
da CD36 em vacas lactantes e verificaram um aumento na expressdo (>8 vezes) durante a
lactacdo, o que confirma um papel importante para CD36 na sintese de gordura do leite. Em
outro estudo, os mesmos autores detectaram aumento da expressdo da SLC27A6 durante o
primeiro més de lactacdo, sugerindo um papel da mesma na captacdo de AGNE (BIONAZ &
LOOR, 2008a).

2.2.2.1 Ativacao e transporte intracelular de &cidos graxos
Apdbs a entrada dos AG na celula epitelial mamaria, antes de atuarem nas vias

metabdlicas os AGCL sdo esterificados a coenzima A na face interna da membrana

plasmatica. Essa ativacdo dos AG é realizada por isoformas da familia acil-CoA sintetase de
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cadeia longa (ACSL) (MASHEK & COLEMAN, 2006). Bionaz e Loor (2008b) avaliaram
tecido mamario bovino e verificaram que o0 mMRNA da ACSL1 é o que prevalece entre as
isoformas de ACSL, j& que sua concentracdo aumentou consideravelmente no inicio da
lactacdo, indicando a relevancia dessa isoforma no processo de sintese de gordura do leite.

O transporte e direcionamento seletivo dos AGCL para organelas especificas acontece
de forma rapida e para isso sdo necessarios transportadores especificos, tais como a proteina
de ligacdo de &cidos graxos (FABP) e proteina de ligagdo de acil-CoA (ACBP), os principais
transportadores envolvidos nesse caso (MCARTHUR et al., 1999). As FABPs controlam a
homeostase intracelular de lipideos, regulando o transporte de AG no compartimento nuclear
e extra nuclear da célula, e com isso, também influenciam na homeostase energética sistémica
(STORCH & McDERMOTT, 2009).

Bionaz e Loor (2008a) confirmaram a predominancia de mRNA da isoforma FABP3
na glandula mamaria da vaca. Nesse ensaio, a expressao das isoformas FABP3, FABP4 e
FABP5, foi aumentada pelo inicio da lactacdo e apresentaram aumentos (1 a 78 vezes) em
relacdo aos niveis encontrados no pré-parto. Esses resultados, segundo aqueles autores,
sugeriram um papel importante da FABP3 e um papel menor da FABP4 e FABP5, na sintese
de lipideos mamarios em bovinos. Os autores sugeriram ainda, que, a FABP3 em cooperacéo
com a ACSL1 e a SLC27A6, direcionam AGCL para a esterificacdo em TG do leite. Esta
suposicdo é sustentada pela associacdo fisica e coexpressdo de FABP3 com CD36 encontrada
por Spitsberg et al. (1995), assim como pela grande afinidade de ligacdo de FABP3 ao &cido
palmitico, acido oleico e &cido estearico, que sdo 3 dos mais abundantes AGCL do leite
bovino (LOOR et al., 2005).

2.2.2.2 Dessaturacao dos acidos graxos

Os AGMI, principalmente o é&cido oleico (C18:1), estdo entre 0s principais
componentes da gordura do leite de ruminantes (JENSEN, 2002), contudo, sabe-se que boa
parte dos AG captados e sintetizados pela glandula mamaria é saturada. A enzima primaria
envolvida na sintese de AGMI a partir da dessaturacdo de AGS é a estearoil-CoA dessaturase
(SCD). Essa enzima esta presente em varios tecidos animais, ligada a membrana do reticulo
endoplasmaético e é responsavel por introduzir uma dupla ligacdo cis na posi¢do A9 (entre os
carbonos 9 e 10) em uma ampla variedade de AG. Nesse processo, 0 C18:0 e 0 C16:0 séo
convertidos a C18:1 cis-9 (oleico) e a C16:1 cis-9 (palmitoleico), respectivamente (BIONAZ
& LOOR, 2008b; NTAMBI & MIYAZAKI, 2004). A glandula mamaria ruminante lactante
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parece nao ter a capacidade de alongar o acido palmitico (ANNISON et al., 1967) e, portanto,
todo o acido estearico € derivado do plasma, proveniente da dieta ou da lipélise do tecido
adiposo (KINSELLA, 1970).

Duas isoformas da SCD foram caracterizadas em bovinos, 1 e 5, sendo que a primeira
¢ abundantemente expressa na glandula mamaria e desempenha um papel eminente na
producdo de gordura do leite (BERNARD et al., 2008; BIONAZ & LOOR, 2008b).

2.2.3 Sintese de triglicerideos e goticulas lipidicas do leite

Para serem incorporados no leite, os AG devem constituir os TG, ja que
aproximadamente 98% da gordura do leite € apresentada sob esta forma (BERNARD et al.,
2008). O glicerol-3-fosfato exigido para a esterificacdo de acidos graxos é gerado pela
glicolise ou via fosforilacdo de glicerol livre pela glicerol quinase (KINSELLA, 1968;
McBRIDE & KORN, 1964).

Em mamiferos, os AG ndo sdo distribuidos aleatoriamente nas posic@es sn-1, sn-2 e
sn-3 do esqueleto de glicerol dos TG; esta distribuicdo ndo aleatéria determina atributos
funcionais e nutricionais do leite (GERMAN et al., 1997). Em bovinos, uma propor¢édo
elevada (56-62%) de AG esterificados nas posicBes sn-1 e sn-2 do esqueleto de glicerol sédo
saturados de cadeia média e longa (C10:0 a C18:0), com C16:0 igualmente distribuido entre
sn-1 e sn-2, C8:0, C10:0, C12:0 e C14:0 mais localizados em sn-2 e C18:0 mais localizado
em sn-1. Além disso, cerca de 24% dos AG esterificados na posicdo sn-1 é C18:1.
Finalmente, uma alta propor¢do de AG esterificados na posicao sn-3 € de cadeia curta (C4:0,
C6:0, C8:0; 44%) e acido oleico (27%) (JENSEN, 2002; SMALL, 1991).

O primeiro passo na biossintese de TG € a esterificagdo de glicerol-3-fosfato na
posi¢do sn-1 (conversdo de glicerol 3-fosfato e acil-CoA em &cido lisofosfatidico), que é
catalisada pela glicerol-3 fosfato acil transferase (GPAT; COLEMAN & LEE, 2004). Quatro
isoformas da GPAT podem estar envolvidas nesta via. A GPAT sempre foi considerada como
limitante na via da sintese de glicerolipideos e na regulacdo do fluxo de &cidos graxos. Parece
provavel que a biossintese dos dois principais componentes das goticulas lipidicas, a
monocamada de fosfolipideos e os TG do ndcleo, deve ser sincronizada. Assim, é provavel
que as diferentes isoformas de GPAT funcionem de forma coordenada para sintetizar esses
lipideos (WENDEL et al., 2009).

O segundo passo da sintese de triglicerideos é executado pela acilglicerol fosfato
aciltransferase (AGPAT; BERNARD et al., 2008) e compreende a conversdao de &cido
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lisofosfatidico em acido fosfatidico, adicionando um grupo acil a posicéo sn-2 do esqueleto de
glicerol (TAKEUCHI & REUE, 2009). A AGPAT tem uma afinidade maior por acil-CoA
saturados na ordem C16>C14>C12>C10>C8 (MARSHALL & KNUDSEN, 1977), 0 que esta
de acordo com a alta propor¢do observada de AGS de cadeia média e longa na posic¢éo sn-2
dos TG, com palmitico como AG principal (representando 43% do acido palmitico total
encontrado no triglicerideo). A disponibilidade de substrato na glandula mamaria bovina e
ovina também é um fator para a composi¢cdo de AG na posi¢do sn-2, permitindo sua
manipulacdo em certa medida por fatores nutricionais, em interagdo com a afinidade do
substrato (MISTRY & MEDRANO, 2002).

A terceira enzima envolvida na sintese de TG, diacilglicerol aciltransferase (DGAT), é
a Unica proteina que é especifica para a sintese de triglicerideo e, portanto, pode desempenhar
um importante papel regulatério (MAYOREK et al., 1989; BERNARD et al., 2008). A
DGAT esterifica os acidos graxos de cadeia longa e de cadeia curta na posi¢do sn-3 (SMITH
et al., 2000).

Os TG sdo secretados como goticulas de tamanhos varidveis. Estas goticulas sdo
revestidas com uma membrana de proteinas e lipideos polares. No leite de vacas, 99% ou
mais dos lipideos totais fundem-se nessas goticulas, que sdo chamadas de gordura do leite ou
glébulos lipidicos do leite. Mais de 95% dos lipideos totais desses globulos sdo os TG, com
quantidades menores de glicerideos parciais, esterdis, fosfolipideos, glicolipideos e
hidrocarbonetos (KEENAN & PATTON, 1995; MATHER & KEENAN, 1998).

2.2.4 Regulacéo das enzimas da sintese de lipideos

Baumgard et al. (2002) sugeriram que varios genes envolvidos na sintese de gordura
do leite na glandula mamaria bovina podem compartilhar um mecanismo regulatério comum.
Os principais fatores de transcri¢cdo envolvidos na regulacdo da expressao de genes-chave sdo
as proteinas de ligacao de elementos reguladores de esterol (SREBPS) e 0s receptores ativados
por proliferadores de peroxissomo (PPARS) (CLARKE, 2001).

As SREBPs sdo uma familia de fatores de transcricdo que combinadas a proteina de
clivagem-ativacdo da SREBP (SCAP) regulam a homeostase lipidica controlando a expresséo
de uma série de enzimas necessarias para a sintese de colesterol, AG, TG e fosfolipideos
enddgenos (EBERLE et al., 2004). Existem as isoformas 1a e 1c da SREBP, sendo que a 1c
regula predominantemente as enzimas envolvidas na sintese de gordura e espera-se que seja 0

transcrito predominante expresso no tecido mamario. No entanto, devido & quantidade
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limitada de sequéncia disponivel, os trabalhos referem-se a ambas isoformas coletivamente
como SREBP1 (HARVATINE & BAUMAN, 2006).

A proteina SREBP1 é complexada com a SCAP e ancorada no reticulo
endoplasmético por associa¢cdo com uma terceira proteina, a proteina induzida por insulina
(INSIG). A SREBP ¢ ativada quando a INSIG ¢ dissociada do complexo SREBP/SCAP,
permitindo a translocacdo para o complexo de Golgi, onde ocorre liberacdo de um fragmento
nuclear (NSREBP). Por sua vez, o nSREBP é translocado para o nudcleo onde se liga a
elementos reguladores de esterol nas regides promotora/intensificadora de genes alvo, recruta
coativadores e estimula a transcricdo dos genes alvo (EBERLE et al., 2004; HUSSEIN et al.,
2013).

Os PPARs englobam um grupo de receptores nucleares com trés isoformas, PPAR-a,
PPAR-B/6 e PPAR-y, sendo este ultimo o mais estudado em ruminantes (BIONAZ et al.,
2013). Os fatores de transcricdo PPARs sdo dependentes de ligantes e regulam a expressdo
génica através da ligacdo aos elementos de resposta do proliferador de peroxissomo (PPERS)
dos genes alvos. O receptor liga-se ao PPRE como um heterodimero formado junto com o
receptor retindide X (RXR). Com a ligacdo de um agonista, a conformacdo do PPAR ¢
alterada e estabilizada, permitindo a ligacdo com o gene alvo e promovendo a transcri¢do do
mesmo (BERGER & MOLLER, 2002).

Apesar de possuir maior expressdo no tecido adiposo de ruminantes, o metabolismo
lipidico na glandula mamaria desses animais parece ser controlado, pelo menos em parte, pelo
PPAR-y, uma vez que se observou aumento da sua expressdo na glandula mamaria de vacas,
entre a prenhez e a lactagdo (BIONAZ & LOOR, 2008b). Nesse mesmo estudo, os autores
observaram um grande aumento na expressdo de uma rede de genes potencialmente
envolvidos na sintese de gordura do leite e na maioria dos genes alvo de PPAR-y. Sobre esse
aspecto, Kadegowda et al. (2009) constataram que 0 PPAR-y controla a expressao de genes-
chave envolvidos na sintese de gordura do leite, incluindo SREBF1 (que codifica a SREBP1),
sugerindo que SREBF1 é um gene alvo de PPAR-y em ruminantes. Assim, os autores
sugeriram uma ac¢ao em conjunto entre a SREBP1 e PPAR-y no controle da sintese da gordura

do leite.
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2.3 O USO DE MODELOQOS IN VITRO

Estudos transcriptdmicos complexos que investigam mecanismos que influenciam o
metabolismo da glandula mamaria geralmente envolvem experimentos in vivo. Contudo, 0s
tratamentos in vivo podem ter efeitos sisttmicos que tornam dificil prever o controle do
ambiente das células epiteliais (ROSE & McCONOCHE, 2006). Por esse motivo, um modelo
in vitro adequado mimetizando a funcéo da glandula maméria é uma ferramenta importante
para o estudo das funcdes fisioldgicas da mesma.

As incubac@es de tecidos mamarios (pedacos ou explantes) ou a cultura de acinos ou
organoides isolados (estruturas epiteliais isoladas de alvéolos ou ductos) e células epiteliais
isoladas (primarias ou imortalizadas) tém uma longa histéria no estudo da proliferacéo e
diferenciacéo de células mamarias e biossintese de componentes do leite (AKERS, 2017). Na
década de 70, incubacdes de explantes (RIVERA, 1972) de animais prenhes ou tratadas com
estrogénio e progesterona foram especialmente importantes na identificacdo de hormonios
necessarios para induzir a diferenciacdo celular secretoria (estrutural e bioquimica) necessaria
para a sintese e secrecdo do leite (AKERS, 2017).

Apesar das limitacGes em obter consistentemente tecido de espécies ndo comumente
usadas em laboratdrio, sob condi¢cdes controladas (por exemplo, idade do animal, estagio de
desenvolvimento glandular e paridade), sabe-se que as células priméarias ou os explantes de
tecido sdo provavelmente mais representativos do sistema in vivo, quando comparadas a
linhagens celulares imortalizadas, devido a proximidade temporal com os tecidos/células
originais possuindo, provavelmente, um ambiente molecular mais semelhante (HOSSEINI et
al., 2013). Quando comparado com células isoladas, o explante preserva a composi¢do do
tecido mamario, a estrutura tridimensional (3D) e a matriz extracelular; fatores essenciais para
obter um epitélio mamario lactante totalmente funcional (MUSCHLER & STREULI, 2010).

Hosseini et al. (2013) verificaram a expressdo de genes e observaram que o tecido
mamario em comparacdo com as celulas MAC-T apresentou uma maior expressdo de genes
envolvidos no anabolismo lipidico (particularmente sintese da gordura do leite). Neste mesmo
estudo, a analise dos genes selecionados indicou claramente que as células MAC-T cultivadas
em um sistema bidimensional (2D) ndo se parecem muito com o tecido mamério em lactacéo,
particularmente para a funcdo que o tecido mamaério faz melhor: sintetizar o leite. Os autores
sugeriram que as células MAC-T podem ser um modelo adequado para estudar a regulacao da
sintese de proteinas do leite, mas ndo sdo tao sensiveis em compara¢ao com o tecido mamario

para estudos da regulacdo da sintese da gordura do leite.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBEJETIVO GERAL

Verificar o efeito do &cido palmitico na expressdo de genes e fatores de transcricao
envolvidos na sintese lipidica em explantes de glandula mamaria de ovelhas lactantes

cultivados in vitro.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Avaliar se o acido palmitico ¢ capaz de alterar a expressdao de genes envolvidos na
sintese de novo (ACC-o PII, ACC-a PIII e FASN), internalizagdo (CD36), transporte
intracelular (FABP 3 e 4) e dessaturacdo (SCD) de &cidos graxos.

* Mensurar alteragfes provocadas pelo C16:0 em um dos fatores de transcri¢do

(PPAR-y) envolvidos na regulacdo de genes responsaveis pela sintese da gordura do leite.
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4 MATERIAL E METODOS

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal da
Universidade do Estado de Santa Catarina (CETEA/UDESC), protocolo nimero 3799150316.

4.1 ANIMAIS, BIOPSIAS E TRATAMENTOS

Foram realizados cultivos de explantes mamarios de trés ovelhas da raca Lacaune
pertencentes a Fazenda Estrela da Serra, localizada em Bom Retiro - SC, com 40 (x 6) dias
em lactacdo (DEL) e escore de condicdo corporal (ECC) de 3,25 (£ 0,25; escala de 1 a 5). As
amostras foram obtidas através de biopsia sob prévia anestesia local com 2 mL cloridrato de
lidocaina, realizada no ponto médio da metade direita ou esquerda do Ubere, utilizando agulha
co-axial (Hospifer; Porto Alegre, RS, Brasil) e instrumento especifico para bidpsia Bard Max-
Core (Bard Biopsy Systems; Covington, GA, EUA). Apds o procedimento, 0s trés animais
foram submetidos a aplicacéo de antiinflamatdrio (Flunixin Meglumine - 1,1 mg/kg).

As amostras foram armazenadas em meio de cultivo, alocadas em caixa de isopor com
gelo e transportadas imediatamente para o laboratério do Centro de Diagnéstico
Microbiol6gico Animal (CEDIMA-CAV/UDESC). Os explantes pesavam em média 30 mg
(= 0,005) e foram cultivados em placas de seis pocos (Nunclon; Nunc, Roskilde, Denmark),
em sextuplicatas, em estufa a 37°C, 5% de CO2 no ar e atmosfera com umidade saturada,
durante 24 horas, utilizando os seguintes tratamentos:

1) Controle: 390 ul de meio de cultivo + 10 ul de albumina bovina na concentragdo de
75 uM (BSA, 98%:; Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, EUA).

2) Acido palmitico: 390 ul de meio de cultivo + 10 ul de acido palmitico na
concentragdo de 75 uM (99%; Nu-Chek; Elysian, MN, EUA) + albumina bovina (98%; BSA).

O meio de cultivo utilizado era semelhante ao de Peterson et al. (2004), composto por
meio de crescimento de célula epitelial mamaria (99,2 %; MEGM, Lonza; Basileia, Suica),
extrato de pituitaria (0,4%), insulina (0,1%), gentamicina/anfoterricina (0,1%), fator de
crescimento epidérmico (EGF; 0,1%) e hidrocortisona (0,1%). O meio era isento de soro fetal
bovino e foi suplementado com albumina bovina (0,1% - BSA, 98%; Sigma-Aldrich). O &cido
palmitico foi diluido de acordo com protocolo adaptado de Keating et al. (2008) e Huynh et
al. (2014), utilizando-se KOH (Synth; Diadema, SP, Brasil) e albumina bovina (BSA, 98%;
Sigma-Aldrich).
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4.2 EXTRACAO DE RNA, SINTESE DO DNA COMPLEMENTAR (cDNA) E PCR
QUANTITATIVO EM TEMPO REAL (RT-gPCR)

Apos as 24h de cultivo, os explantes foram retirados das placas, alocados em tubos
contendo QiAzol Lysis Reagent (Qiagen Sciences; Germantown, MD, EUA) e submetidos a
“moagem” com homogeneizador de tecidos portatil (Scienlabor - Ribeirdo Preto, SP, Brasil)
para posterior extracdo do RNA total, que foi realizado com a utiliza¢do do Kit RNeasy Lipid
Tissue (Qiagen Sciences). A possivel contaminacdo por DNA foi removida por tratamento
com DNAse (Sigma-Aldrich) “on column”. A pureza do RNA foi verificada utilizando-se
espectrofotdmetro NanoDrop, ND-2000 (Thermo Fisher Scientific; Waltham, MA, EUA) e a
qualidade avaliada através da relagdo Azeorso nm que foi ~2,03 (x 0,01). Posteriormente
realizou-se a sintese do DNA complementar (cDNA) utilizando o Kit GeneAmp (Applied
Biosystems; Foster City, CA, EUA) com “random primers” em aparelho termociclador
(MJ96+, Biocycler; Biosystems Importadora, Curitiba - PR, Brasil).

O RT-gPCR foi realizado em triplicatas, em placa de 48 pocos (Micro Amp, Applied
Biosystems), com volume de reagdo de 15 pL, sendo 5 puL (30 ng) de cDNA e 10 uL de
GoTaq gPCR Master Mix (Promega; Madison, WI, EUA), no aparelho StepOne Real-Time
(Applied BioSystems), com o uso de “primers” especificos para cada um dos genes avaliados.
Os dados foram analisados com o software StepOne versdo 2.1 (Applied Biosystems). As
curvas de dissociagdo foram geradas no final de cada execucdo para verificar a presenca de
um unico produto. Todas as amostras foram executadas com uma curva padréo de sete pontos
com um "pool” de cDNA de todas as amostras com dilui¢do seriada (100, 50, 25, 12,5, 6,25,
3,125 e 1,5625%). Posteriormente, uma equacdo de regressdo foi gerada ao tracar os valores
de limiar do ciclo de RT-qPCR em relacdo ao log de cada valor da curva padrdo. A inclinacao
(b) da equacdo descreveu a eficiéncia da reacdo. Todas as reacGes apresentaram coeficiente de

determinacéo superior a 0,98 e eficiéncia entre 90 e 110%.

4.3 DESENHO DOS PRIMERS

As sequéncias de primers foram obtidas a partir de estudos publicados ou do GenBank
(NCBI; Bethesda, MD, EUA), sintetizados pela Invitrogen (Carlsbad; CA, EUA) e validados
quanto a especificidade, linearidade e eficiéncia antes da utilizacdo. A expressao génica dos

genes e fatores de transcrigéo discriminados na Tabela 1 foi mensurada.



Tabela 1 — Primers ovinos usados nas analises de RT-gPCR.
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R: CATGAGGATGATGTTTCTCCAAAC

Genes Forward (F) e reverse (R)! Referéncia/Acesso

ACC-o PIP? F: GCCTTGAGCTCTGAGGGCTC, Ticiani et al. (2016)
R: CACGGAGCCAATTATGAATCG

ACC-a PIIP F: CTGCAGCAGGAGGACGAACT, Ticiani et al. (2016)
R: TCCGCAGAACCCTCCATATC

BACT* F: GCCTTTGCCATCACTGCAAT, Ticiani et al. (2016)
R: TGAGCTCTCCTGCCCTCTTG

CD36° F: TGTGTTTGGAGGGATTCT Hussein et al. (2013)
R: CCTTGGCTAGATAACGAACTCTG

FABP3® F: GGACAGCAAGAATTTCGATGA Hussein et al. (2013)
R: CGATGATTGTGGTAGGCTTG

FABP4’ F:ATGGCCAAACCCACTGTGAT, NM_001114667.1
R: GGCCCAATTTGAAGGACATCT

FASN® F: GGCCGTCTTTCTGACCAAGA, Ticiani et al. (2016)
R: CGTGACGCCTTGCTTTTTG

PPAR-y? F: AAGAGCCTTCCAACTCCCTCA, Hussein et al. (2013)
R: CCGGAAGAAACCCTTGCAT

RPS18%° F: GCCCTGAGGCTCTCTTCCA, Ticiani et al. (2016)
R: CGGATGTCGACGTCACACTT

scpi1t F: CCGCCCTGAAATGAGAGATG, Hussein et al. (2013)

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

10s primers sdo reportados como sequéncia 5' - 3'; 2Acetil-CoA carboxilase alfa — Promotor II; 3Acetil-CoA
carboxilase alfa — Promotor Il1; #B-actina; *Translocador de acidos graxos; ®Proteina de ligacdo de &cidos graxos
— Isoforma 3; "Proteina de ligacdo de acidos graxos — Isoforma 4; 8Acido graxo sintase; °Receptores ativados
por proliferadores de peroxissomo gama; °Proteina ribossdmica S18; *Estearoil-CoA dessaturase — Isoforma 1.

4.4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados pelo programa estatistico SAS (SAS Institute; Cary, NC,

EUA, versdo 9.2, 2009), utilizando o procedimento MIXED. O modelo utilizado incluiu o

tratamento como efeito fixo e as amostras como aleatério. Foi utilizado como co-variavel a
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média geométrica dos “housekeeping” proteina ribossomica S18 (RPS18) ¢ Beta-actina
(BACT) (VANDESOMPELE et al., 2002).

Os valores de residuos estudentizados fora de + 2,5 foram considerados “outliers” e
excluidos da analise. Quando necessario, os dados foram transformados para log2 e
reportados transformados de volta aos valores originais. O LSMEANS foi usado para
comparar os tratamentos, sendo a significancia declarada em P <0,05 e a tendéncia em P
<0,10.
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5 RESULTADOS

Nenhum dado foi excluido da analise estatistica como outlier. O éacido palmitico
aumentou a expressdao génica da ACC-a PIIl em 1,5 vezes (P=0,05; ver Figura 2A), ACC-a
PIl em 1,3 vezes (P=0,002; ver Figura 2B) e FASN em 1,34 vezes (P=0,05; ver Figura 2C)

quando comparado com o tratamento controle.

Figura 2 — Abundancia dos genes ACC-a PIII (A), ACC-a PII (B) e FASN (C) em explantes
de glandula mamaria de ovelhas lactantes cultivados in vitro com acido palmitico
em comparacdo com o controle.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

AAcetil CoA carboxilase alfa Promotor I1l (ACC-a PIII) — SEM CON = 0.111 e SEM C16 = 0.111; BAcetil
CoA carboxilase alfa Promotor 11 (ACC-a PII) — SEM CON = 0.099 e SEM C16 = 0.137; “Acido graxo sintase
(FASN) — SEM CON = 0.349 e SEM C16 = 0.481.

Dos genes envolvidos na internalizacdo de AG, foi avaliado o CD36, o qual nédo

apresentou diferenca entre os tratamentos (P=0,89; ver Figura 3A).
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Quanto aos genes envolvidos no transporte intracelular de AG, o acido palmitico ndo
foi diferente do tratamento controle na FABP3 (P=0,14; ver Figura 3B) e nem na FABP4
(P=0,83; ver Figura 3C).

Figura 3 — Abundancia dos genes CD36 (A), FABP3 (B) e FABP4 (C) em explantes de
glandula maméria de ovelhas lactantes cultivados in vitro com &cido palmitico
em comparacdo com o controle.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

A Translocador de 4cido graxo (CD36) — SEM CON = 0.089 e SEM C16 = 0.089; B Proteina de ligagdo de
4cidos graxos 3 (FABP3) — SEM CON = 0.091 e SEM C16 = 0.091; “Proteina de ligagdo de acidos graxos 4
(FABP4) —» SEM CON = 0.077 e SEM C16 = 0.077.

O gene da enzima SCD, responsavel pela dessaturacdo de AG, bem como do fator de
transcricdo PPAR-y, envolvido na regulacdo da expressdo de genes-chave da sintese de
gordura do leite, ndo foram afetados pelo acido palmitico quando comparado ao tratamento
controle (P=0,60 e 0,71 respectivamente; ver Figura 4A e 4B).
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Figura 4 — Abundancia do gene SCD1 (A) e do fator de transcricdo PPAR-y (B) em explantes
de glandula mamaria de ovelhas lactantes cultivados in vitro com &cido palmitico

em comparacédo com o controle.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

AEstearoil CoA dessaturase 1 (SCD1) — SEM CON = 0.053 e SEM C16 = 0.053; BReceptores ativados por
proliferadores de peroxissomo gama (PPAR-y) — SEM CON = 0.050 e SEM C16 = 0.050.
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6 DISCUSSAO

Observou-se aumento da expressao génica de todos os genes envolvidos na sintese de
novo de AG na glandula maméria (ACC-a PII, ACC-a PIII ¢ FASN) avaliados no presente
estudo. Esse resultado corrobora com os achados de Hansen e Knudsen (1987), que relataram
que a adi¢do de &cido palmitico ao meio de incubacéo de células mamarias de cabra estimulou
a sintese e incorporagdo de &cidos graxos sintetizados de novo em triglicerideos. No entanto,
Noble et al. (1969) verificaram que a suplementacdo de 10% de &cido palmitico na dieta de
vacas diminuiu as concentracdes e producdes de C6:0, C10:0, C12:0 e C14:.0 e as
concentracdes de C8:0 e C14:1. Da mesma forma, as concentracfes de AG de cadeia curta e
média (C6:0-C15:0) foram diminuidas ou tenderam a diminuir quando C16:0 foi
suplementado na dieta de vacas leiteiras em lactacdo (WARNTJES et al., 2008).
Suplementando diferentes doses de acido palmitico em células epiteliais mamarias (MAC-T)
bovinas, Qi et al. (2014) observaram expressdes de mMRNA da ACC e FASN diminuidas e
propuseram que o &cido palmitico poderia inibir a sintese de novo de AG do leite através de
genes (ACC e FASN) associados a esta via. Ja é comprovado que ACC e FASN sdo dois
genes importantes envolvidos na sintese de AG do leite em tecido mamario de ruminantes, ja
que a sintese de novo de AG via acetil-CoA e butiril-CoA, é executada pela ACC e pela
FASN (BIONAZ & LOOR, 2008b). No estudo de Hansen e Knudsen (1987) citado acima, 0s
autores presumiram que o C16:0 atuou como um “iniciador" para a sintese de triacilglicerol
por acilacdo na posicdo sn-1, assim, permitindo que os acidos graxos de cadeia média e cadeia
curta fossem incorporados nas posi¢cdes sn-2 e sn-3; n@s pressupomos que um pProcesso
semelhante aconteceu em nosso estudo.

Rico et al. (2014c) observaram que um suplemento com 84,8% de &cido palmitico
diminuiu a concentracdo dos AG de novo no leite em 11% nas vacas de alta produgéo e em
13% nas vacas de baixa producdo, contudo aumentou a concentragdo de gordura do leite e a
producdo de AG com 16 carbonos em mais de 25% quando comparado ao controle. No
entanto, outros estudos que relataram o aumento da gordura do leite com suplementacéo de
C16:0 néo apresentaram diminuig&o na producdo dos AG sintetizados de novo. Por exemplo,
Mosley et al. (2007) relataram um aumento de quase 100% na producéo de C16:0 e nenhuma
diminuigdo na producdo dos AG sintetizados de novo. Esses entre outros trabalhos tém
mostrado efeito positivo sobre o teor de gordura do leite com fornecimento de suplementos
ricos em &cido palmitico para vacas e ovelhas lactantes, principalmente pelo aumento de

C16:0 quando se observa o perfil de acidos graxos do leite, 0 que se justifica como sendo pela
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maior oferta de acido palmitico pré-formado vindo da dieta. Como este AG é o produto final
da sintese de novo, poderiamos inferir entdo que a sua sintese na glandula mamaria poderia
ser menor e com isso diminuir a expressao génica das enzimas estudadas. Entretanto, observa-
se também em alguns estudos, como o de Vyas et al. (2012), onde avaliaram os efeitos de
quantidades crescentes de AG de cadeia curta e média na dieta de vacas e observaram que 0
aumento do contedo desses AG na dieta aumentou linearmente a porcentagem de gordura do
leite, com maior produgdo de alguns AG sintetizados de novo. Esses achados corroboram com
0 aumento da expressdo génica das enzimas envolvidas na sintese de novo mensuradas no
presente estudo.

A gordura do leite compreende 95 a 98% de TG e a sintese de TG mamaria envolve a
esterificacdo de AG em 3 carbonos do esqueleto de glicerol (JENSEN, 2002). O &cido
palmitico € um precursor importante para iniciar a acilacdo na posicao sn-1, formando &cido
lisofosfatidico sn-1; ja os AG de cadeia curta sdo necessarios para o passo limitante da taxa de
esterificacdo na posicdo sn-3 (HANSEN & KNUDSEN, 1987). Diante disso, a maior
disponibilidade de &cido palmitico pode aumentar a incorporacdo de AG de cadeia curta e
média durante a sintese de TG, refletindo na maior produgdo de AG sintetizados de novo
(VYAS et al. 2012).

Efeitos in vivo do fornecimento de suplementos ricos em &cido palmitico para vacas
leiteiras incluiram aumento na produgdo de C4:0 no leite (ENJALBERT et al., 1998; LOCK
et al., 2013). Além disso, estudos in vitro relataram um efeito estimulador de C16:0 na sintese
de C4:0 e da sua incorporacdo em TG em células de glandulas mamarias bovinas (HANSEN
& KNUDSEN, 1987). Sugeriu-se que o aumento da producdo de C4:0 poderia ser parte de um
mecanismo para manter a fluidez da gordura do leite a temperatura corporal, com um
aumento na producéo de C4:0 devido ao grande “pool” de diglicerideos de AG com alto peso
molecular que resulta da incorporacdo de AG de cadeia longa captados do plasma
(BARBANO & SHERBON, 1980); isso poderia explicar, pelo menos em parte, 0 aumento na
expressdo de ambas isoformas da ACC-o observadas no presente estudo. A diminui¢do da
concentracdo de outros AG de novo (C6:0 a C14:0) na gordura do leite (LOCK et al., 2013;
WARNTJES et al., 2008) nem sempre ocorre com uma diminui¢cdo simultanea da sua
producdo (ENJALBERT et al., 2000). Foi proposto que a suplementacdo de &cido palmitico
(WRIGHT et al., 2002), ou inibir a ACC da glandula mamaria pelo palmitoil-CoA derivado
do C16:0 (MILLER et al., 1970); contudo este mecanismo ndo pode ser confirmado pelos

achados do presente estudo.
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Estudos anteriores indicaram que a abundancia de RNA da CD36 aumentou
acentuadamente quando células foram cultivadas com acido palmitico (KADEGOWDA et al.,
2009; Ql et al., 2014). Yonezawa et al. (2004) cultivaram células epiteliais mamarias bovinas
na presenca de varios AGCL (palmitico, estearico, oleico e linoleico), e todos os AG
exogenos aumentaram a expressao da CD36; o que pode indicar que os AGCL exd6genos
induzem a expressdo de CD36 em celulas epiteliais mamarias bovinas cultivadas in vitro. Ja
nossos resultados ndo indicaram o mesmo, visto que a CD36 ndo apresentou diferenga entre o
tratamento com C16:0 comparado ao controle. Sabe-se que a CD36 desempenha um papel
importante na importacdo de AG em células mamarias bovinas (BIONAZ & LOOR, 2008b),
contudo além desta e de outra proteina conhecida envolvida na absorcdo de AG (SLC27A),
existem outras formas de internalizacdo de AG na glandula mamaéria, como 0 mecanismo de
“flip-flop” e em menor escala, a difusdo passiva de AG através das membranas (DOEGE
& STAHL, 2006). Nos especulamos com base no que foi observado no estudo corrente e na
literatura, que o acido palmitico pode ter sido importado para as células mamarias através de
outras maneiras que nédo sao pela agéo da CD36.

As FABPs estdo entre as principais proteinas que permitem a rapida difusdo e
direcionamento seletivo de AGCL em direcdo a organelas especificas para o metabolismo
(McARTHUR et al., 1999). Kadegowda et al. (2009) cultivaram células epiteliais mamarias
(MAC-T) bovinas na presenca de acidos graxos e verificaram aumento na abundancia de
RNA da FABP3 e FABP4 (755% e 171%, respectivamente) com acido palmitico quando
comparado ao controle. Ja Qi et al. (2014) mostraram que a expressdo de FABP3 foi inibida
pela adicdo de C16:0 ou C18:0 no meio de cultura. Ainda, nossos resultados ndo
evidenciaram diferenca na expressdo da FABP3 e da FABP4 quando comparamos o
tratamento de acido palmitico com o controle. Menos dados estdo disponiveis em relagdo ao
efeito de AGCL saturados na expressao génica da FABP3 e o motivo da discrepancia entre 0s
estudos ainda é desconhecido.

Bionaz & Loor (2008b) propuseram que uma funcdo importante da FABP3 na
glandula mamaria bovina é fornecer AG para a SCD. A grande afinidade da FABP4 com o
acido oleico e 0 aumento da expressdo sua expressdo génica durante a lactacdo no tecido
mamario bovino (BIONAZ & LOOR, 2008a) levaram os autores a sugerir que a FABP3
fornece estearoil-CoA (ou outros substratos como 16:0 e 18:1 trans-11; WHETSTONE et al.,
1986) para a SCD, que posteriormente libera acido oleico para a FABP4. Faz sentido para nos
que a funcdo das FABPs esteja relacionada a SCD1, ja que ambos 0s genes nao tiveram a

expressdo génica alterada pelo tratamento com o acido palmitico em nosso estudo.
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A SCD catalisa 0 passo critico na biossintese de acidos graxos monoinsaturados a
partir de acidos graxos saturados e a regulacdo deste processo (NTAMBI & MIYAZAKI,
2003). Jacobs et al. (2013) suplementaram AG em células MAC-T bovinas e além de
mensurar a abundancia de RNA, calcularam o indice de dessaturase da composicdo de AG
nas células como medida indireta da atividade da SCD, por exemplo, C16: 1 cis-9/(C16:01
C16:1 cis-9) ou C18:1 cis-9/(C18:01 C18:1 cis-9). A aplicacdo de acido palmitico aumentou o
contetdo de C16:0 e o indice de dessaturase do C16, indicando que o C16:0 fornecido foi
captado e facilmente convertido em C16:1 cis-9 pela SCD1 nas células MAC-T. O indice de
dessaturase do C16 foi, no entanto, ndo relacionado a abundéancia relativa de SCD1, ja que 0s
autores ndo encontraram um efeito positivo do tratamento com &cido palmitico nos niveis de
transcricdo da SCD1. Os nossos achados para a expressdao da SCD1 estdo de acordo com o0s
desses autores, j& que ndo encontramos diferenca na expressao da SCD1 com a suplementacéo
de acido palmitico comparado ao controle; mas nao corroboram com os resultados do estudo
de Kadegowda et al. (2009), onde o C16:0 aumentou a expressdo génica da SCD1 em células
MAC-T. Apesar de termos associado o motivo pelo qual nés e Jacobs et al. (2013) nédo
encontramos aumento na expressdo da SCD1 ndo esta claro, ja que teoricamente o indice de
dessaturase do C16 estaria aumentado pela suplementacdo e consequentemente maior
contetido deste AG.

A anélise da rede de genes no tecido mamario bovino mostrou que a expressao de
PPAR-y e seus genes alvo foi aumentada durante a lactagdo, sugerindo um papel desse
receptor nuclear na regulacdo da sintese de gordura do leite (BIONAZ & LOOR, 2008a, b).
Anteriormente observou-se que os AGCL saturados aumentam a expressdo dos genes alvo de
PPARa e PPAR-y em células bovinas e de cabra, muitas vezes com um efeito mais forte do
que os agonistas sintéticos (KADEGOWDA et al., 2009; BIONAZ et al., 2012; ZHAO et al.,
2014). A resposta de PPAR aos AGCL saturados em ruminantes faria sentido evolutivo,
considerando que esses sdo 0s AGCL primarios absorvidos pelo intestino delgado devido a
extensa bio-hidrogenagdo de AG insaturados da dieta no rimen (BIONAZ et al., 2015).
Apesar de mudancas na expressao de possiveis genes alvo da regulacdo por PPAR-y, Qi et al.
(2014) relataram que a expressdo de PPAR-y ndo foi afetada pela adicdo de &cido palmitico
no meio de cultura com células MAC-T bovinas. Resultado que corrobora com o encontrado
no presente estudo, onde a expressao génica das isoformas da ACC-a (Pl e PIl) e FASN
foram aumentadas pelo tratamento com acido palmitico, mas a expressao génica da PPAR-y
ndo foi diferente do tratamento controle. Assim como Kadegowda et al. (2009) indicaram que
a suplementacdo de AG incluindo 16:0, 18:0, 18:1 cis-9, 18:1 trans-10, 18:2 trans-10, cis-12
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e 20:5, aumentaram ou diminuiram a expressdo de genes lipogénicos sem afetar a abundancia
de RNA de PPAR-y em células epiteliais mamarias bovinas. Estes resultados sdo suportados
pelo estudo in vivo em que as dietas com suplementos lipidicos ndo tiveram efeito na
expressdo de PPAR-y no tecido mamario bovino (INVERNIZZI et al., 2010). Embora néo
haja efeito de acidos graxos na expressao de PPAR-y, ndo se pode negligenciar o papel desse

fator de transcricdo na sintese de gordura do leite (Ql et al., 2014).
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7 CONCLUSOES

O efeito da suplementacdo in vitro com acido palmitico em explantes de glandula
maméria ovina ndo foi previamente relatado, e 0 nosso estudo mostra que este acido graxo
estimula os genes envolvidos na sintese de novo (ACC-a PII, PIlIl e FASN); o que pode
significar um aumento na gordura do leite através do aumento da sintese de AG de cadeia
curta e média. Nao observamos efeito do acido palmitico quando comparado ao controle, nos
genes envolvidos na via da captacdo de AG da circulacdo sanguinea e 0 motivo disso ndo esta
claro. A auséncia de diferenga na expressédo de PPAR-y entre &cido palmitico e controle pode
sugerir que outros mecanismos de regulacdo das enzimas lipogéncias estdo envolvidos neste

Caso.
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8 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Esse trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar o efeito do acido palmitico
na expressdo de genes de enzimas envolvidas na sintese da gordura do leite e de um dos
fatores de transcricdo que atuam na regulacdo dessa sintese, utilizando como modelo de
estudo explantes de glandula mamaria de ovelhas lactantes cultivados in vitro. Com isso,
comparar os resultados com os estudos in vitro e in vivo da suplementacdo de &cido palmitico
e também de outros AG que a literatura reporta. Visto que entre os inimeros estudos ja
realizados com suplementacéo de gordura, a maioria retrata 0 uso de produtos compostos por
varios AG, nos achamos interessante realizar um estudo com um anico AG para que o efeito
do mesmo fosse determinado sem ocorréncia de vieses causados por outros AG.

A escolha pelo estudo in vitro foi baseada na percepcdo de que esse modelo
proporcionaria um ambiente mais controlado e com isso poderiamos “isolar” o efeito do
tratamento no “orgdo-alvo” que seria a glandula mamaria, € porque suplementos lipidicos
ricos em &cido palmitico e com teores reduzidos de outros &cidos graxos polinsaturados como
0 &cido linoleico (C18:2) comercialmente disponiveis sdo escassos no mercado brasileiro.

Trabalhos que tenham avaliado suplementacdo in vitro de é&cido palmitico sdo
escassos, especialmente os que tenham usado tecido mamario como modelo, j& que 0s
existentes (por exemplo, HANSEN & KNUDSEN, 1987; KADEGOWDA et al., 2009; QI et
al., 2014) trabalharam com cultivo de células. Diante dos nossos resultados nos nos
indagamos se os efeitos do C16:0 podem ser diferentes quando comparamos o cultivo de
células com o de tecido e, além disso, se a dose para que o0 AG promova seus efeitos pode ser
diferente entre os dois modelos utilizados.

Nossa hipdtese inicial de que os efeitos da suplementacdo de C16:0 em explantes de
glandula maméria ovina lactante cultivados in vitro poderia envolver diminuicdo da expressao
de genes envolvidos na sintese de novo e, aumento da expressdao de genes envolvidos nas
fases de interiorizacdo, transporte intracelular e dessaturacdo de AG, a qual ndo foi
confirmada e outros “insights” nos ocorreram; dentre eles, a ideia de avaliar uma enzima
Tioesterase, envolvida no alongamento da cadeia de AG oriundos da sintese de novo.

Por fim, consideramos importante a avaliagdo de outros genes envolvidos na sintese e
regulacdo da sintese da gordura do leite, além da realizagdo de um estudo in vitro que

compare diferentes quantidades de AG suplementadas.
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