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RESUMO

HORSTMANN, Rafaella. Efeito do &cido esteérico (C18:0) sobre a producéo,
composicao, perfil de acidos graxos do leite e expressdo de genes lipogénicos em
ovelhas. p.65. Dissertacdo (Mestre em Ciéncia Animal — Area: Producdo Animal).
Universidade do Estado de Santa Catarina. Programa de POs-Graduacdo em
Ciéncia Animal. Lages, 2019.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da suplementacdo com acido estearico
(C18:0) sobre a producéo, composi¢do, perfil de 4cidos graxos do leite e expressao
de genes envolvidos na sintese lipidica da glandula mamaria de ovelhas lactantes.
Foram utilizadas 30 ovelhas primiparas e multiparas Lacaune (66,5 + 9,43 kg), em
final de lactacdo (122 + 12 DEL), produzindo 1,01 + 0,3 kg de leite/dia. O periodo
experimental foi de 21 dias, sendo 7 dias de adaptacdo e 14 dias de coleta de
dados, em um delineamento inteiramente casualizado. Os tratamentos foram:
Controle e C18:0 (28 g/animal/d de C18:0). Quando comparado ao Controle, C18:0
reduziu o consumo de matéria seca (CMS) de silagem em 13,1% (P = 0,0003) sem
efeitos sobre o peso vivo (PV) e escore de condicdo corporal (ECC). O C18:0
diminuiu a producgéo de leite (8,1%, P = 0,05), a producéo de lactose (3,3%, P =
0,0004) e o teor de lactose (3,4%, P = 0,0002), em comparacao ao Controle. N&ao
foram observados efeitos de tratamento sobre a producdo e teor de gordura,
proteina e solidos totais. A expressdo génica de acetil-CoA carboxilase alfa
transcrita do Promotor Il (ACACAa PIl) e sintase de acidos graxos (FASN) foram
reduzidas em 30% (P = 0,02) e 26,1% (P = 0,04), respectivamente. A suplementacao
com C18:0 ndo promove efeitos sobre o teor de gordura no leite de ovelhas em final
de lactacdo e reduz o CMS, a producao de leite, os teores de lactose e a expressao

de genes envolvidos na sintese de novo de acidos graxos.

Palavras-chave: Ovelha leiteira; acido graxo saturado; lipogénese.






ABSTRACT

HORSTMANN, Rafaella. Effect of stearic acid (C18:0) on the production,
composition, fatty acid profile of milk and expression of lipogenic genes in sheep.
p.65. Dissertation (Master in Animal Science — Area: Animal Production). Santa
Catarina Satate University. Program in Animal Science. Lages, 2019.

The objective of this work was to evaluate the effect of supplementation with stearic
acid (C18:0) on the yield, composition, milk fatty acid profile and expression of genes
involved in the lipid synthesis in the mammary gland of lactating ewes. Thirty
Lacaune primiparous and multiparous ewes (66.5 + 9.43 kg) were used at the late
lactation (122 + 12 DIM), producing 1.01 + 0.3 kg milk/d. The experimental period
was 21 days, with 7 days of adaptation and 14 days of data collection, in a
completely randomized design. Treatments were: Control and C18:0 (28 g/ewe/d
C18:0). When compared to the control, C18:0 reduced the dry matter intake (DMI) of
silage (13.1%, P = 0.0003) without effects on body weigth (BW) and body score
condition (BSC). The C18:0 treatment decreased milk yield (8.1%, P = 0.05), lactose
yield (3.3%, P = 0.0004) and lactose content (3.4% P = 0.0002), compared to
Control. No treatment effects were observed for the yield and fat content, protein and
total solids. The gene expression of acetyl-CoA carboxylase alpha transcribed from
Promoter Il (ACACAa PII) and fatty acid synthase (FASN) were reduced by 30% (P =
0.02) and 26.1% (P = 0.04), respectively. Supplementation with C18:0 have no effect
on fat milk content in late lactating ewes and reduces DMI, milk yield, lactose content

and expression of genes involved in de novo fatty acid synthesis.

Keywords: Dairy ewe; Saturated fatty acid; Lipogenesis.
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1 INTRODUCAO

Os suplementos lipidicos foram inicialmente utilizados para incrementar o
valor energético das dietas, na busca de satisfazer as exigéncias nutricionais de
animais em sistemas de criagéo intensivos (ENJALBERT et al., 2017). No entanto,
outros beneficios, como aumentos producado de leite, de gordura no leite, ganho de
peso (LOFTEN, 2014) e modificagdes no perfil de acidos graxos — AG’s (BOERMAN,
SOUZA e LOCK, 2017) ja séo associados ao uso desse tipo de suplementacéo.

Dentre os tipos de suplementos, grande importancia tem se dado ao uso de
fontes de gordura saturada, com o objetivo de prover aumentos na producao de leite
e no teor de gordura do leite (LOFTEN et al.,, 2014). Desses tém se destacado,
recentemente, o uso de fontes ricas em acido palmitico (C16:0) e/ou estearico
(C18:0) (LOFTEN et al., 2014; BOERMAN, SOUZA e LOCK, 2017; SOUZA,
PRESEAULT e LOCK, 2018), pela maior contribuicdo de ambos na regulacdo do
metabolismo e transcricdo génica em ruminantes, em comparacdo aos AG’s
insaturados (BIONAZ, THERING e LOOR, 2011).

Atualmente, técnicas moleculares tém expandido a percepcdo a cerca dos
mecanismos moleculares que permeiam a regulacdo da lipogénese mamaria em
ruminantes, facilitando o desenvolvimento de estratégias que otimizem e modulem a
producado e a qualidade da gordura do leite (SHINGFIELD et al., 2010). Mas apesar
desses avancos, 0s mecanismos que afetam a expressao génica na modificacdo do
perfil de AG’s no leite permanecem pouco compreendidos (CASTRO-CARRERA et
al., 2015).

Estudos sobre respostas produtivas e mecanismos moleculares em
decorréncia da suplementacdo com AG’s saturados na dieta animal tém dado maior
énfase a respostas com vacas (INVERNIZZI et al., 2010; RICO, ALLEN e LOCK,
2014; PIANTONI, LOCK e ALLEN, 2015; BOERMAN, SOUZA e LOCK, 2017). As
respostas com ovelhas sdo muito mais limitadas, apresentam resultados variados e,
geralmente, se referem a tentativa de mitigagdo da sindrome de depressdo de
gordura no leite (TORAL et al., 2015; TORAL, HERVAS e FRUTOS, 2018), e embora
0os ruminantes compartilhem muitas similaridades, existem diferengcas sobre o
metabolismo lipidico ruminal e mamario (CHILLIARD et al., 2003; SHINGFIELD et
al., 2010).
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Por esses motivos, este estudo foi elaborado visando a obtencédo de
respostas sobre os mecanismos que regulam a lipogénese mamaria em relacdo aos
efeitos da adicdo de uma fonte gordura saturada (C18:0) a dieta de ovelhas leiteiras,
para auxiliar na compreensdo dos processos bioldégicos da lactacdo e no
aprimoramento de técnicas nutricionais de manipulacdo da producdo e perfil de

acidos graxos no leite.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PERSPECTIVAS SOBRE A NUTRIGENOMICA NA PRODUCAO DE LEITE
OVINO

Os paises latino-americanos tém buscado, recentemente, o desenvolvimento
da industria leiteira ovina, com o objetivo de prover melhorias na eficiéncia produtiva
e fornecer produtos lacteos de alta qualidade (ANGELES-HERNANDEZ et al., 2018).
Nesse sentido, grande importancia tém se dado as ferramentas que promovam um
aumento no teor de gordura no leite e, consequentemente, na sua produgéo. A
gordura € o constituinte que contribui com a maior parte da densidade energética no
leite, sendo responsavel por propriedades fisicas, organolépticas e de
manufaturamento que melhoram a qualidade dos produtos lacteos (JENSEN, 2002).

Vantagens ou desvantagens econdmicas e produtivas podem existir para a
producao de leite com um teor especifico de gordura e muitos paises impdem limites
minimos estabelecidos para o teor de gordura no leite (TORAL et al., 2015). Por
esse e outros motivos, ha mais de trés décadas ha interesse em entender a
influéncia da dieta na regulacdo da sintese, secrecdo e composi¢do da gordura do
leite (BAUMAN; GRIINARI, 2003; SHINGFIELD et al., 2010). Dessa forma, muitas
melhorias tém sido desenvolvidas nas areas genéticas e produtivas para que haja
um aumento na produtividade leiteira de forma a prover retorno financeiro aos
produtores de ovelhas leiteiras (ANGELES-HERNANDEZ et al., 2018).

O desenvolvimento de praticas alimentares e de manejo para alterar a
composicdo e melhorar a producdo de gordura no leite é possivel através do
entendimento sobre a influéncia nutricional na regulacdo da secrecdo lipidica
(HARVATINE, BOISCLAIR, BAUMAN, 2008; SHINGFIELD et al., 2010). Sob esse
aspecto, a nutricdo promove de forma eficiente, uma rapida e reversivel modulacéo
da sintese e composi¢cdo de gordura, regulando a secrecdo e a composi¢cdo de
gordura no leite (CHILLIARD et al., 2007).

A nutricdo tradicional tem sido ancorada principalmente a variaveis
observaveis, como efeitos diretos da nutricdo e manejo sobre respostas produtivas,
no entanto, avangos na area de biologia molecular tém provido novas ferramentas
para a avaliacdo do efeitos dos nutrientes sob respostas fisioldgicas (OSORIO et al.,

2017). O reconhecimento de muitas sequéncias de cDNA (acido desoxirribonucleico
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complementar) de genes lipogénicos tem permitido a determinacdo de efeitos
dietéticos sobre a expressdao de RNAmM desses genes no tecido adiposo subcutaneo
(TSIPLAKOU et al., 2011) e mamario (CASTRO-CARRERA et al., 2015; FRUTOS,
TORAL e HERVAS, 2017) de pequenos ruminantes. No entanto, apesar dos
avancos obtidos até o momento, o conhecimento no que concerne a nutrigenémica e
0 metabolismo de lipideos em pequenos ruminantes ndo € somente pouco difundido
como também inconsistente (SHINGFIELD, BONNET e SCOLLAN, 2013).

2.2 METABOLISMO RUMINAL DE LIPIDEOS

Ruminantes alimentados com pastagens/forragens e concentrados,
consomem gordura na forma de galactolipideos e triglicerideos. Embora essas
fontes fornegam acidos graxos (AG’s) insaturados (acido linolénico - C18:3 em
forragens e acido linoleico - C18:2, em grdos), a gordura do leite € composta,
predominantemente, por &cidos graxos saturados (x 70%), sendo os &cidos,
palmitico (C16:0) e estearico (C18:0), os AG’s predominantes (JENSEN, 2002).

A extensa modificacdo dos lipideos no rimen ocorre em dois processos
principais: a hidrolise das ligacdes éster dos galactolipideos e triglicerideos e a
biohidrogenacéo dos &cidos graxos insaturados que ficam livres apds a hidrdlise. O
processo de biohidrogenacao resulta na conversao de acidos graxos insaturados em
saturados, principalmente o acido estearico C18:0, além de intermediarios que
podem ter efeitos benéficos a satde humana (CLA cis-9, trans-11) e &cido vacénico
(C18:1 trans-11), ou aqueles relacionados a depresséao de gordura do leite como o
acido linoleico conjugado (CLA trans-10, cis-12). Os acidos linoleico (C18:2) e
linolénico (C18:3) sdo os principais substratos para a biohidrogenacdo, que atinge
taxas proximas de 70-95% e 85-100% para C18:2 e C18:3, respectivamente
(JENKINS et al., 2008).

2.2.1 Absorcdo e utilizagc&do de acidos graxos

Os acidos graxos que chegam ao duodeno apos sofrerem modificacbes no

ramen sao, principalmente, acidos graxos livres (80-90%) aderidos as particulas dos
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alimentos e destes, aproximadamente 65% sao saturados (PALMQUIST; JENKINS,
1980; LOCK et al., 2006). No jejuno, por meio da acdo da bile e do suco pancreético
os AG’s sao solubilizados, desprendidos das particulas alimentares e absorvidos
(MOORE; CHRISTIE, 1984). Nos enterdcitos, 4cidos graxos com cadeia maior que
10 carbonos sao re-esterificados ao glicerol, formando os triglicerideos que séo
acrescidos de outros compostos lipidicos (fosfolipideos, colesterol livre e
esterificado) mais apoproteinas especificas, formando quilomicrons e VLDL, a
principal lipoproteina em ruminantes (BAUCHART, 1993), sendo liberados no
sistema linfatico e na corrente sanguinea (MOORE; CHRISTIE, 1984). Os acidos
graxos com cadeia menor que 10 carbonos, saem do enterécito para a circulagéo
sanguinea sendo ligados a albumina.

A maior parte dos acidos graxos de cadeia longa e de C18:0 na gordura do
leite sdo oriundos dos triglicerideos das lipoproteinas da corrente sanguinea
(PALMQUIST, 2006). Apesar disso, 0s mecanismos que compreendem o transporte
de &cidos graxos da circulacdo para a glandula maméria ainda ndo sao
completamente elucidados (PALMQUIST, 2006).

2.3 METABOLISMO DE ACIDOS GRAXOS

Os maiores sitios do metabolismo de AG’s sédo o figado, tecido adiposo, e
durante a lactacao, a glandula mamaria (TSIPLAKOU et al., 2011). O tecido adiposo
tem como maior funcdo prover energia na forma de acidos graxos aos demais
orgaos do organismo e uma maior propor¢cao dessa energia na forma de AG’s é
exigida pela glandula mamaria durante a lactacdo (TSIPLAKOU et al.,, 2011). O
transporte de AG’s do tecido adiposo para a glandula mamaria € uma importante
fonte precursora de triglicerideos, ndo somente durante o jejum mas também em
caso de déficit de gordura na dieta (RUDOLPH et al., 2007). Menos de 10% dos
acidos graxos pré-formados na gordura do leite sdo derivados da mobilizacdo no
tecido adiposo, no entanto, essa propor¢cdo aumenta significativamente em periodo
de balango energético negativo (BAUMAN; GRIINARI, 2001).

2.3.1 Sintese de gordura na glandula mamaria
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Em mamiferos ndo lactantes, o figado e o tecido adiposo sdo 0s maiores
orgaos que sintetizam lipideos, no entanto, suas producfes sdo discretas quando
comparadas a glandula maméria lactante (BAUMAN; HARVATINE; LOCK, 2011),
considerada por Rudolph et al. (2007) como uma “maquina” de sintetizar gordura. As
células epiteliais mamarias possuem uma expressiva capacidade de converter
nutrientes circulantes em componentes do leite (WANG et al., 2015) e secretam
goticulas de gordura, as quais sdo compostas majoritariamente de triglicerideos
(BIONAZ; LOOR, 2008).

A gordura no leite de ruminantes deriva de duas fontes: dos acidos graxos
pré-formados (>C16:0) circulantes na corrente sanguinea (aproximadamente 50%
dos AG'’s totais da gordura do leite) originados a partir dos &cidos graxos da dieta
gue foram absorvidos no intestino delgado ou resultantes de mobilizagéo da gordura
corporal; e da sintese de novo a partir de substratos oriundos do metabolismo
ruminal (acetato e BHBA; MCDONALD et al., 2010) que séo as principais fontes de
carbono necessarias a sintese de AG’s na glandula mamaria (AKERS, 2002). Em
condigdes de balango energético positivo, aproximadamente metade dos AG’s no
leite sdo obtidos a partir de sintese de novo, 40-45% s&o oriundos da dieta e menos
de 10% derivam de mobilizacdo das reservas corporais (PALMQUIST; JENKINS,
1980).

Os acidos palmitico, estearico e oleico representam majoritariamente 0s
acidos graxos na gordura do leite. No entanto, como o C16:0 e C18:0 apresentam
ponto de fuséo relativamente alto, para que seja mantida a fluidez faz-se necessaria
a producéo de acidos graxos monoinsaturados pela acdo da enzima estearoil CoA
dessaturase — SCD convertendo C16:0 e C18:0 em palmitoleico (C16:1 cis-9) e
oleico (C18:1 cis-9) (LOCK; DE SOUZA, 2015), respectivamente.

2.4 ATIVIDADE GENICA NA SINTESE LIPIDICA DA GLANDULA MAMARIA

O processo de sintese de gordura no leite de ruminantes € um complexo
processo in vivo (YANG et al., 2017) coordenado por uma gama de genes gue tém
fungbes complementares, os quais englobam fungdes na lipogénese (sintese de
novo), na absorcao e transporte de acidos graxos, na sintese de triglicerideos e na
formacéo das goticulas de gordura (BIONAZ; LOOR, 2008). Os principais processos

regulados pela expressao génica para a sintese lipidica serdo discutidos a sequir.
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2.4.1 Lipogénese - sintese de novo de acidos graxos

A sintese de novo resulta na producdo de acidos graxos de cadeias curta e
média e uma parte de AG’s de C16:0 (HARVATINE, BOISCLAIR e BAUMAN, 2008).
As enzimas acetil-CoA carboxilase alfa (ACACAQ) e acido graxo sintase (FASN), séo
as principais responséaveis pela lipogénese. O primeiro passo € dado pela ACACAQ,
envolvendo a adi¢cdo de um carbono de CO:2 a acetil-CoA e hidrolise de ATP para a
formacdo de malonil-CoA (AKERS, 2002). Ja a enzima FASN atua catalisando a
sintese de acidos graxos de cadeia longa, derivados de acetil-CoA e malonil-CoA de
forma dependente de NADPH (SMITH; WITKOWSKI; JOSHI, 2003), sendo essencial
para o funcionamento da glandula maméria e da producdo de gordura no leite
(SUBURU et al., 2014).

ACACAa e FASN assim como as demais enzimas lipogénicas chaves, séo
reguladas por fatores de transcricdo como a familia de proteina ligadora do elemento
regulatorio de esterol (SREBP; EBERLE et al., 2004), onde, particularmente,
SREBP1 tem importante regulacdo na sintese de gordura do leite (HARVATINE e
BAUMAN, 2006; RUDOLPH et al., 2010).

2.4.2 Utilizac&o e absorcao de acidos graxos pré-formados

Além das principais enzimas da sintese de novo (ACACAa e FASN), os
tecidos mamario e adiposo secretam a lipoproteina lipase (LPL). A LPL localizada
nos capilares das células epiteliais mamarias (RUDOLPH; NEVILLE; ANDERSON,
2007) permite que esses tecidos obtenham os acidos graxos dos triglicerideos
derivados dos quilomicrons e do VLDL, secretado pelas células do intestino e figado
(TSIPLAKOU et al., 2011), liberando AG’s livres, glicerol e monoacilglicerol
(RUDOLPH; NEVILLE; ANDERSON, 2007). Os AG’s podem entdo ser dessaturados
por acdo da enzima estearoil-CoA dessaturase (SCD), resultando na sintese de
acidos graxos insaturados “cis-9” (BERNARD; LEROUX; CHILLIARD, 2006).

A captacdo dos AG'’s pelas células epiteliais mamarias pode ocorrer por
difusdo ou via transporte saturavel (BERNARD; LEROUX; CHILLIARD, 2006),

necessitando de transportadores especificos. Palmquist (2006) sugeriu que as
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proteinas que desempenham um papel nesse transporte sdo as translocadoras de
acidos graxos (CD36) localizada no epitélio mamario e a proteina ligadora de acidos
graxos (FABP).

2.4.3 Dessaturacao de 4cidos graxos

Na glandula mamaria, os acidos graxos oriundos da corrente sanguinea sao
modificados por meio de um processo de dessaturacéo, o que explica a presenca da
maioria dos acidos graxos monoinsaturados (MUFA) encontrados na gordura do leite
(KINSELLA, 1970). A SCD é responsével tanto pela manutencéo da fluidez do leite
(LOCK; DE SOUZA, 2015) quanto para a sintese de acidos graxos poliinsaturados
(AGPI's), sendo responsavel por introduzir uma dupla ligacdo cis entre os carbonos
9 e 10 dos AG’s, correspondendo a maior propor¢ao de cis-9 trans-11 CLA e parte
consideravel do cis-9 C18:1 presentes no leite (BERNARD et al., 2013). A enzima
SCD é a responsavel por esses importantes processos, e possui alta atividade nos
tecidos mamario, adiposo e, em menor escala, no tecido intestinal (PALMQUIST,
2006). Os niveis de dessaturacdo de C18:0 na glandula mamaria estdo, segundo
Glasser et al. (2008), positiva e linearmente relacionados ao nivel de captacéo

mamaria de acido estearico.

2.4.4 Sintese de triglicerideos

O passo final na sintese de gordura da glandula mamaria, os AG’s séo
esterificados a glicerol via glicerol-3-fosfato aciltransferase (GPAT), acilglicerol-3-
fosfato-aciltransferase (AGPAT) e diacilglicerol aciltransferase (DGAT) e os
triglicerideos sdo secretados no leite como globulos de gordura (BERNARD;
LEROUX; CHILLIARD, 2006).

A GPAT promove a acetilacado de glicerol-3-fosfato, sendo o primeiro passo
para a sintese de triglicerideos (GONZALEZ-BARO, LEWIN e COLEMAN, 2006). No

passo subsequente, a AGPAT é responsavel pela acetilacdo para formacdo de
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diacilglicerol que posteriormente € convertido em triacilglicerol por acdo da DGAT
(SHINDOU et al., 2008).

A enzima DGAT é responsavel por esterificar acidos graxos de cadeia longa e
curta na posicao sn-3. Apesar da regulacao total da atividade ter sido relatada no
figado e tecido adiposo (PALMQUIST, 2006) e haver pouca informacao disponivel
sobre sua atividade na glandula mamaria, é provavel que a DGAT esteja altamente

ativa na glandula maméria lactante devido a maior disponibilidade de &cidos graxos.

2.4.5 Principais reguladores de genes lipogénicos

A familia PPAR (receptores ativados por proliferadores de peroxissomo) atua
como mediadora das mudancas transcricionais adaptativas que ocorrem em funcéo
da lactacdo na glandula mamaria ovina (Osorio et al., 2017), assim como na
glandula maméaria bovina (BIONAZ, THERING e LOOR, 2011). Existem trés
isoformas de PPAR, a, B, e y, eles atuam no controle da expressdo de genes
envolvidos no metabolismo lipidico quanto no processo inflamatério. Uma maior
abundancia de RNAm de PPARYy é encontrada no tecido adiposo (BIONAZ et al.,
2013; SHI et al.,, 2013a). A atividade transcricional de PPARy esta associada
positivamente com a regulacdo génica da sintese de novo (ACACAa, FASN) e da
dessaturacdo de acidos graxos (SCD) de cadeia longa. O estudo de Barber et al.,
(2003) com ovelhas leiteiras confirmou a atividade da SREBP1 como chave na
regulacao da sintese lipidica na glandula mamaria de pequenos ruminantes. Estudos
também demonstraram que PPARy tem importante funcdo no controle do
metabolismo lipidico da glandula mamaria de cabras (KANG et al., 2015; SHI et al.,
2013b).

O fator de transcricdo SREBP1 atua como principal regulador da sintese
lipidica (EBERLE et al., 2004), tendo sua importancia destacada na sintese de
lipideos em bovinos e camundongos (HARVATINE; BAUMAN, 2006; RUDOLPH et
al., 2010). Além disso, em vacas leiteiras, a SREBP1 é o fator de transcricdo chave
para a ativacao transcricional na sintese de gordura no leite no inicio e durante a
lactacdo (LOOR; BIONAZ; DRACKLEY, 2013). Num experimento com ratos
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verificou-se que a inibicdo da atividade da SREBP1 ocasiona a diminuicdo de 41%
da concentracéo de gordura no leite (MCDONALD et al., 2010).

2.5 SUPLEMENTACAO LIPIDICA NA DIETA DE RUMINANTES

A suplementacdo com gordura na dieta de ruminantes € importante,
particularmente, em animais de alta producdo, para os quais o atendimento das
exigéncias em energia é prejudicado pela restricdo da ingestdo nos periodos pré e
pos-parto. Além disso, em periodos de balango energético positivo, a suplementacao
lipidica pode promover aumentos na producédo de leite, de gordura no leite e ganho
de peso (LOFTEN et al., 2014). Apesar de grande parte dos suplementos lipidicos
disponiveis comercialmente serem compostos por misturas de AG’s, os suplementos
lipidicos ricos em &cidos graxos individuais estdo cada vez mais disponiveis no
mercado. Em vacas lactantes, atualmente, nos estudos sobre o efeito individual da
suplementacdo com acidos graxos saturados maior foco tem sido dado ao &cido
palmitico (C16:0, PIANTONI et al., 2013; RICO et al., 2017; SOUZA e LOCK, 2019).
Por outro lado, embora com efeitos positivos, estudos sobre os efeitos da
suplementacao individual de C18:0 sobre producdo e composicéo do leite (STEELE;
MOORE, 1968; STEELE, 1969; PIANTONI, LOCK e ALLEN, 2015) e a
digestibilidade de nutrientes (PIANTONI, LOCK e ALLEN, 2015) tém tido menor

énfase e resultados mais variados.

2.5.1 Utilizac&o de C18:0 como suplemento lipidico

As respostas produtivas com a utilizacdo de fontes puras de C18:0 foram
descritas em poucos estudos com grande variabilidade nas respostas encontradas
(STEELE e MOORE, 1968; STEELE, 1969; PIANTONI, LOCK e ALLEN, 2015;
BOERMAN, SOUZA E LOCK, 2017). O tipo e o nivel de inclusdo dos suplementos
utilizados, a interagdo do suplemento com os demais componentes da dieta e o
estado fisiolégico dos animais, sdo possiveis causas da variabilidade entre os
estudos.

Utilizando uma fonte relativamente pura de C18:0 na dieta de vacas, Steele e

Moore (1968), observaram um aumento na producao de gordura no leite e nenhum
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efeito na producao de leite. Steele (1969), utilizou um nivel semelhante de inclusao
(85% de C18:0 na dieta de vacas leiteiras, fornecido ~4,2% do consumo de matéria
seca), observou um aumento na producdo de leite sem efeitos na producéo ou
concentragcdo de gordura no leite. Piantoni, Lock e Allen (2015) forneceram C18:0 a
2% do consumo diario de MS e observaram um aumento na ingestdo de alimentos,
producao de leite e de gordura, com as respostas mais evidentes em vacas de maior
produtividade.

Enjalbert et al. (2000), mostraram que a suplementacdo de acido esteérico na
dieta de vacas aumenta a producao de acidos graxos pré-formados no leite, tendo a
composicao principal de C18:0 e outros AG’s de 18 carbonos com variagao no grau
de saturacdo. Boerman, Souza e Lock (2017) utilizaram niveis crescentes (0,80, 1,5
e 2,3%) de inclusdo de C18:0 na dieta de vacas lactantes e observaram que com o
aumento no nivel de suplementacdo houve aumento no consumo, mas nao houve
efeitos sobre a producdo e componentes do leite. Ainda, o aumento da
suplementacao reduziu a digestibilidade de C16:0, C18:0 e acidos graxos totais,
resultando em um aumento na concentracdo de C18:0 e cis-9 C18:1 na gordura do
leite, mas ndo suficiente para apresentar efeito sobre a producédo de gordura.

Recentemente, Toral, Hervas e Frutos (2018) em um estudo que testou
inclusdo de 2% da MS de 6leo de peixe sozinho ou em combinacdo com &cido
estearico (C18:0, 2% da MS), em ovelhas lactantes, observaram uma reducdo de
20% na concentracao e producao de gordura no leite, indicando que seu uso nao foi
capaz de reverter a sindrome de depressdo de gordura no leite causada pelo

fornecimento de 6leo de peixe.
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3 HIPOTESE

A suplementacdo com acido estearico aumenta o teor de gordura no leite, assim
como, aumenta o seu conteudo no perfil de acidos graxos do leite, afetando
positivamente a expressdo de genes envolvidos na captacdo, internalizacao,

dessaturacgéo e sintese de triglicerideos da glandula maméria ovina.
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4 OBJETIVO

Avaliar o efeito da suplementacdo com acido estearico (C18:0) sobre a producéo,
composicao, perfil de acidos graxos do leite e expressdo de genes envolvidos na

sintese lipidica da glandula mamaria de ovelhas lactantes.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 ANIMAIS, TRATAMENTOS E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissao de
Etica no Uso de Animais — CEUA da Universidade do Estado de Santa Catarina, sob
0 protocolo n° 8256060618. Foram utilizadas 30 ovelhas Lacaune (66,5 £ 9,4 kg),
primiparas (6) e multiparas (24), em final de lactacéo (122 + 12 DEL), produzindo 1,0
+ 0,3 kg de leite/dia. O periodo experimental foi de 21 dias, sendo 7 dias de
adaptacdo e 14 dias de coleta de dados, em um delineamento inteiramente
casualizado. O peso vivo (PV) e o escore de condicdo corporal (ECC) foram
medidos ao inicio e ao final do periodo experimental.

Os animais foram alocados em baias coletivas para cada tratamento (15
animais por baia), com comedouros individuais onde foram fornecidas as dietas:
Controle e C18 (32 g do suplemento de C18:0 com 87% de C18:0). A dieta basal
(Tabela 1) foi composta por silagem de milho, milho moido (56%), farelo de soja
(40%) e ndcleo vitaminico/mineral (4%), formulada de acordo com as
recomendac¢des do NRC (2007) e agua ad libitum. A dieta C18 consistiu em dieta
basal + 28 g/dia (=2%MS) de C18:0 (Prius F100 Nat Dry, Auster Nutricdo Animal
Ltda.) (Tabela 2), em forma sélida, fornecido completamente misturado ao

concentrado.

Tabela 1. Composi¢cdo bromatoldgica da dieta experimental

Composigao Silagem de milho Concentrado
Matéria seca, % 27,2 87,8
Proteina bruta, % MS 6,9 23,3
Extrato etéreo, % MS 3,4 3,8
Matéria mineral, % MS 4,2 8,6
Carboidratos nao-fibrosos, % MS* 34,3 40,9
Fibra em detergente neutro, % MS 51,1 23,2
Fibra em detergente acido, % MS 23,3 54
Energia Metabolizavel, Mcal/Kg MS? 2,7 3,0

1 Porcentagem de carboidratos nédo fibrosos calculados de acordo com o NRC (2001). 2 Energia
metabolizavel (Mcal/kg de MS) calculado de acordo com o NRC (2001).

O tratamento foi fornecido substituindo 32 g de concentrado pela dose de

C18:0 (16 g de suplemento por refeicdo, totalizando 32 g/dia de suplementacéo)
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misturada a 184 g de concentrado de forma a garantir o consumo total da dose de
acido estearico (28 g de C18:0). Ap6s o consumo total, forneciam-se 300 g restantes
completando o fornecimento de concentrado (500 g/refeic&o).

As ovelhas foram ordenhadas mecanicamente diariamente as 06h0OOmin e as
13h30min. Ap6s a ordenha, os animais permaneceram nas baias onde receberam
500 g de concentrado de forma individual. A silagem de milho foi fornecida a 110%
do consumo diario esperado de forma a n&o restringir o consumo por baia,
posteriormente ao consumo total do concentrado. Desta forma, o consumo de
concentrado foi calculado individualmente por animal de cada tratamento e o

consumo de volumoso calculado por tratamento.

Tabela 2. Composicéo lipidica do suplemento com C18:0.

Acidos graxos %

C4.0 0,12
C14.0 0,08
C15:.0 0,03
C16:0 9,68
C17:0 0,15
C18:0 86,98
C20:0 0,61
C21:.0 0,02
C22:0 0,41
C23:0 0,04
C24:0 0,14
C18:1 cis-9 0,10
C18:2 cis-6 0,10
AG’s Poliinsaturados 0,10
AG’s Trans 0

AG’s Monoinsaturados 0

AG’s Saturados 98,27
AG'’s Insaturados 0,20
AG’s Totais 98,47

1 Suplemento contendo 87% de C18:0 (Prius F100 Nat Dry, Auster Nutricho Animal Ltda.,
Hortolandia, S&o Paulo, Brasil).

5.2 PRODUCAO E COMPOSICAO DE LEITE

A producao (kg/dia) e a composicéo do leite foram medidas no dia O e

a cada 2 dias do periodo experimental. As amostras foram coletadas individualmente



41

nas duas ordenhas diarias, acondicionadas proporcionalmente em tubos contendo
conservante (Bronopol; D & F Control Systems Inc., USA) e armazenadas a 4°C
para posterior analise da composicao (gordura, proteina, lactose e sdlidos totais)
determinada por meio do método de andlise infravermelho (DairySpec; Bentley

Instruments).

5.2.1 Perfil de acidos graxos do leite

Amostras coletadas no dltimo dia do periodo experimental foram
armazenadas em tubo estéril sem conservante e congeladas a -20°C. Para analise
do perfil de AG’s, as amostras de leite foram descongeladas e centrifugadas a 3000
RPM por 15 minutos a 4°C. Apés a centrifugacéo, a camada superior da gordura foi
transferida para um microtubo estéril, congelada e enviada a Universidade Federal
da Bahia — UFBA, para a quantificacdo por cromatografia gasosa. Aproximadamente
50 mg/amostra de gordura foram submetidas a metilacdo de acordo com O’Fallon et
al. (2007). Os ésteres metilicos de &acido graxo foram determinados utilizando
cromatdgrafo de gas (modelo Focus GC; Thermo Scientific, Milan, Italy), equipado
com detector de ionizacdo de chama e coluna capilar de silica fundida SP-2560 (100
m X 25 mm x 0.2 um de espessura de filme; Supelco, Bellefonte, Pennsylvania).
Hidrogénio foi utilizado como gas carreador (1 ml/min) e nitrogénio como gas
auxiliar. As temperaturas do injetor e detector foram ajustadas a 250°C, em razéo da
taxa de 15:1. A temperatura do forno foi ajustada a 70°C por 4 minutos, aumentando
13°C/min até 175°C, sendo mantida por 27 min, aumentando 4°C/min até 215°C e
mantida por mais 31 minutos (Kramer et al., 1997). Os EMAG foram identificados por
comparacao com trés EMAG de referéncia (Supelco FAME mix #C4-C24, CLA trans-
9, cis 11 #16413, and CLA trans-10, cis 12 #04397; Sigma Aldrich). Os isémeros
cis/trans-18:1 foram identificados de acordo com a ordem de eluicédo reportadas sob

as mesmas condi¢Bes cromatograficas (Kramer et al., 1997).

5.3 BIOPSIAS DE GLANDULA MAMARIA
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No dia 14 do periodo experimental, apés a ordenha da manha (2-4 horas)
foram realizadas bidpsias de tecido mamario em 10 animais de cada tratamento.
Previamente ao procedimento, utilizou-se anestesia local com aplicagdo subdérmica
de cloridrato de lidocaina (2 mL/animal) acima do local da incisdo. A amostra (~75
mg/bidpsia) foi coletada por meio de uma incisdo no ponto médio da metade direita
do Ubere, utilizando instrumento de biopsia de nucleo descartavel Bard Max-Core
(Bard Biopsy Systems, Covington, GA, USA) com agulha coaxial. ApGs a coleta,
verificou-se a homogeneidade do tecido coletado, procedeu-se lavagem do tecido
com soro fisiologico, acondicionamento em criotubos contendo 2 mL de PBS
(solucdo tampdo fosfato-salina) e armazenamento em nitrogénio liquido até a
extracdo de RNA. Imediatamente apds a retirada do instrumento de bidpsia,
realizou-se sutura da incisdo com Nylon numero 1 e administrou-se 2 mL de flunixina
meglumina por animal. Os animais permaneceram em observacdo por 2 dias e

foram ordenhados manualmente para remocao de coagulos pos-procedimento.

5.4 EXTRACAO DE RNA, SINTESE DE DNA COMPLEMENTAR (cDNA) E PCR
QUANTITATIVA EM TEMPO REAL (RT-gPCR)

O RNA total foi extraido das amostras de tecido mamario e utilizando o kit
RNeasy Lipid Tissue Mini (Qiagen Sciences, USA) com tratamento com DNAse
(RNase-free DNase set, Qiagen Sciences, USA) direto na coluna para evitar
contaminacao das amostras por DNA. A concentracdo e a pureza do RNA (relacéo
260/280) foram verificadas com o espectrofotémetro (NanoDrop ND2000; NanoDrop
Technologies, USA). O RNA total foi transcrito a DNA complementar (CDNA)
utilizando kit especifico (GoScript™ Reverse Transcription Mix, Random Primers -
A2801, Promega, USA). A reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-
gPCR) foi realizada em triplicatas em placas de 48 pogos (MicroAmp™, Applied
Biosystems, USA), com volume de reacédo de 15uL e 30 ng of cDNA. A andlise
guantitativa da RT-gPCR foi realizada utilizando GoTag® gPCR Master Mix
(Promega, USA) e com uso de primers especificos para cada gene de interesse, em
um equipamento StepOne Real-Time (Applied BioSystems, USA). A abundancia de
MRNA de cada gene de interesse foi medida por PCR quantitativa e 0os primers
estao relacionados na Tabela 2. Os dados obtidos foram analisados pelo software
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StepOne 2.1 (Applied Biosystems, USA). Ao final de cada corrida foram geradas

curvas de dissociacdo a fim de verificar a presenca de um unico produto da reacao.

Tabela 3. Sequéncia dos primers ovinos utilizados na anélise de g-RT-PCR.

Gene Primerst Acesso

ACACAG PII F: GCCTTGAGCTCTGAGGGCTC Ticiani et al. (2016)
R: CACGGAGCCAATTATGAATCG

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

sch F: CCGCCCTGAAATGAGAGATG Sandri et al. (2018)
R: CATGAGGATGATGTTTCTCCAAAC

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

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

EABP4 F: ATGGCCAAACCCACTGTGAT NM_001114667.1
R: GGCCCAATTTGAAGGACATCT

GPAT F: GCATTGGTCGGTGTAAGCAT Hussein et al. (2013)
R: TTCTTTCCACTTCAAGGTTGC

AGPAT6 F: ACTTCCAGTACATCAGCCTGCGGC Hussein et al. (2013)
R: CGTGAAAGCGAGAGCTATCCTG

DGAT1 F: CACTGGGACCTGAGGTGTCA Hussein et al. (2013)
R: AACCGTGCGTTGCTTAAGATC

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

RPS18 F: GCCCTGAGGCTCTCTTCCA Ticiani et al. (2016)

R: CGGATGTCGACGTCACACTT

1 Os primers sao reportados em sequéncia 5’ — 3'. ACACAa PII: Acetil-CoA carboxilase alfa transcrita
do promotor II; FASN: Acido graxo sintetase; SCD: Estearoil-CoA dessaturase; CD36: Acido graxo
translocase, molécula CD36; FABP3: Proteina ligadora de acido graxo 3; FABP4: Proteina ligadora
de &cido graxo 4; LPL: Lipase lipoprotéica; GPAT: Glicerol-3-fosfato aciltransferase; AGPAT®6:
Acilglicerolfosfato aciltransferase 6; DGAT1: Diglicerideo aciltransferase 1; BACT: Beta-actina;
RPS18: Proteina Ribossomal S18.

5.5 CALCULOS

Foram calculados os indices de dessaturase para trés pares de acidos graxos
(C14:1/C14:0, C16:1/C16:0 e C18:1 cis-9/C18:0) que representam o produto e
substrato da enzima estearoil CoA dessaturase — SCD, de acordo com a equacéo
definida por Kelsey et al. (2003), onde: indice de dessaturase = (produto da
SCD)/(produto da SCD + substrato da SCD).
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5.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados pelo programa estatistico SAS (SAS, 2009)
através do procedimento MIXED, a nivel de 5% de significAncia e tendéncia quando
entre 5 e 10%. Os dados de consumo diario de MS, producdo e composicao do leite
foram analisados através do uso de medidas repetidas no tempo com o tratamento
como efeito fixo e os animais como efeito aleatorio. Para as analises de peso vivo,
escore de condicdo corporal, perfil de &cidos graxos e expressdo génica, 0
tratamento foi considerado como efeito fixo e os animais como efeito aleatério. A
producao e composicao do leite no dia 0 “zero” e a média geométrica de genes
housekeeping (proteina ribossomal S18 e beta-actina) foram usadas como co-

variaveis nas suas respectivas analises.
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6 RESULTADOS

6.1 PRODUCAO E COMPOSICAO DO LEITE E DESEMPENHO ANIMAL

A produgao, composicdo do leite e desempenho animal estdo apresentadas
na Tabela 4. A producdo de leite (kg/dia) diminuiu 8,1% (P = 0,05) com a
suplementacdo de C18:0 quando comparado ao Controle (Tabela 4). O tratamento
com C18:0 diminuiu a producéo (kg/dia) e o teor (%) de lactose, em 3,3 (P = 0,0004)

e 3,4% (P = 0,0002), respectivamente, quando comparado ao Controle (Tabela 4).

Tabela 4. Efeito da suplementacdo com C18:0 sobre a producdo, composi¢cao do

leite e desempenho animal de ovelhas Lacaune em final de lactacé&o.

Tratamentos? Valor-P9

Cont. C18.0 EPM Trat. Tempo" Trat. X Tempo'
Leite, kg/d 1,06 0,97 0,03 0,05 0,02 0,86
Gordura, kg/d 0,07 0,07 0,21 0,25 0,35 0,82
Proteina, kg/d 0,07 0,07 0,56 0,44 <,0001 0,77
Lactose, kg/d 0,070 0,068 0,05 0,0004 <,0001 0,69
Sdlidos totais, kg/d 0,26 0,26 0,19 0,92 <,0001 0,98
Gordura, % 6,94 7,17 0,01 0,11 0,003 0,90
Proteina, % 5,06 5,02 0,004 0,46 0,003 0,81
Lactose, % 4,83 4,66 0,003 0,0002 0,08 0,69
Solidos totais, % 17,93 17,92 0,01 0,98 0,001 0,83
CMSconc, kg/dP 0,85 0,85 0,0004 0,97 0,90 0,18
CMSsil kg/d® 1,18 1,03 0,34  0,0003 0,12 -
PV, kg® 67,02 66,27 0,28 0,63 - -
ECC® 3,05 3,08 0,04 0,87 - -

a Os tratamentos foram Controle e C18:0 com o fornecimento de 28g/animal/dia de C18:0 (87% de
C18:0) na dieta basal; ® CMSconc: Consumo de matéria seca de concentrado, calculado
individualmente; ¢ CMSsil: Média do Consumo de matéria seca de silagem de milho, calculado por

baia/tratamento; ¢ Peso vivo; ¢ Escore de condicdo corporal; f Erro padrdo da média; ¢ Nivel de
significancia (P<0,05); M Significancia do tempo de administracdo dos tratamentos; ' interacdo entre
tratamento e coleta.

O consumo (kg/dia) observado de matéria seca da silagem foi reduzido em
13,1% com a suplementacéo de C18:0 (P = 0,0003) quando comparado ao Controle

(Tabela 4). N&ao foram observados efeitos de tratamento para a producao e teor de
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gordura, proteina e solidos totais, bem como, no consumo de matéria seca de
concentrado, peso vivo e escore de condi¢do corporal (Tabela 4).

As médias dos teores de gordura no leite durante a periodo de coletas de
dados experimentais estdo demonstradas na Figura 1. A partir do décimo sexto dia
de administracdo dos tratamentos, observa-se que ha uma estabilizacdo nos teores

de gordura com auséncia de diferenca (P=0,05) entre os dias 16, 18 e 21.

Figura 1. Médias dos teores de gordura no leite (%) ao longo do periodo de coleta de
dados (dias 8 a 21), para ambos os tratamentos.
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1 Letras diferentes denotam diferengas significativas entre os tratamentos (P<0,05).

6.2 PERFIL DE ACIDOS GRAXOS DO LEITE E EXPRESSAO GENICA NA
GLANDULA MAMARIA

O perfil de AG’s do leite esta apresentado na Tabela 5. O tratamento com
C18:0 aumentou o teor dos acidos butirico (C4:0), caprico (C6:0) e caprilico (C8:0),
em, respectivamente, 8,93 (P = 0,03), 10,61 (P = 0,003) e 15,1% (P = 0,001),
guando comparado ao Controle (Tabela 5). Além disso, houve reducao de 10,4% no
total de acidos graxos poliinsaturados na gordura do leite pela administracdo do
tratamento com C18:0 (Tabela 5).
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Tabela 5. Efeito da suplementacdo com C18:0 sobre o perfil de acidos graxos no

leite de ovelhas Lacaune em final de lactacéo.

Tratamentos?

Acidos graxos (%) Cont. C18 EPMP Valor-P'
C4:0 1,12 1,22 0,12 0,03
C6:0 1,79 1,98 0,09 0,003
C8:0 2,39 2,75 0,03 0,001
C10:0 9,35 9,67 0,10 0,39
C12:0 591 5,59 0,45 0,20
C13:0 0,22 0,23 0,002 0,81
C14:0 12,43 11,94 0,07 0,17
Cl4:1 0,20 0,20 0,002 0,94
C15:0 0,96 1,02 0,01 0,21
C16:0 28,08 27,12 0,15 0,23
Cl6:1 0,92 0,92 0,01 0,99
C18:0 8,58 9,06 0,09 0,36
C18:1 trans-11 1,12 1,15 0,02 0,64
C18:1 cis-9 16,49 16,68 0,11 0,73
C18:2 2,04 1,89 0,02 0,17
C18:3 0,23 0,20 0,003 0,13
CLA cis-9 trans-11 0,61 0,59 0,01 0,81
CLA trans-10 cis-12 0,05 0,05 0,001 0,52
y<C16° 36,14 36,18 0,28 0,97
> AG's Saturados® 73,91 74,21 0,14 0,68
> AGMId 18,93 19,32 0,11 0,51
> AGPI® 4,42 3,96 0,06 0,05
Y AG's nao-identificados' 6,96 6,81 0,07 0,59
Dessaturases?

C14:1/C14:0 0,016 0,019 0,0003 0,12
C16:1/C16:0 0,031 0,032 0,001 0,69
C18:1 cis-9/C18:0 0,66 0,66 0,002 0,84

a Os tratamentos foram Controle e C18 com o fornecimento de 28g/animal/dia de C18:0 (87% de
C18:0) na dieta basal; P Somatério de AG’s maiores de 16C; ¢ Somatério de AG’s saturados;

Somatorio de AG’s monoinsaturados; € Somatério de AG’s poliinsaturados; f Somatério de acidos
graxos ndo-identificados; 9 indices de dessaturacdo calculados pela relagdo produto/(substrato +

produto) para a enzima SCD (KELSEY, et al., 2003); h Erro padrdo da média; ' Nivel de significancia
(P<0,05).

O perfil dos demais AG’s do leite, incluindo o préprio C18:0 (P = 0,36) e
agueles que foram agrupados por sua classificacdo (saturados, mono e
poliinsaturados), ndo sofreram alteragdo com a administracdo do tratamento com
C18:0 (P > 0,05) (Tabela 5).
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Quanto aos efeitos da suplementacédo de C18:0 sobre a expressdo de genes
lipogénicos na glandula mamaria, o tratamento com C18:0 reduziu a abundancia

relativa de RNAm dos genes ligados a sintese de novo.

Figura 2. Expressdo génica dos genes da sintese de novo (a) ACACAa Pl e (b)
FASN na glandula mamaria de ovelhas lactantes suplementadas com C18:0?
comparadas ao Controle.
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1 Os valores sdo apresentados como a média *EPM. Letras diferentes denotam diferencas
significativas entre os tratamentos (P<0,05).

A expressao de ACACAa PIl e FASN foram reduzidas em 30% (P = 0,02) e
26,1% (P = 0,04) (Figura 2), respectivamente, pela administragdo de C18:0 quando
comparado ao Controle.

Figura 3. Expressao génica dos genes (a) CD36, (b) FABP3, c) FABP4 e na glandula
mamaria de ovelhas lactantes suplementadas com C18:0' comparadas ao Controle.
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1 Os valores sdo apresentados como a média +EPM. Letras diferentes denotam diferencas
significativas entre os tratamentos (P<0,05).

N&o houve efeito do C18:0 (P > 0,05) sobre a expressao génica dos genes
envolvidos nos processos de internalizagdo, transporte, dessaturacido de AG’s

(Figura 3), bem como, naqueles envolvidos na sintese de triglicerideos (Figura 4).

Figura 4. Expressao génica dos genes (a) AGPAT6, (b) DGATL, c) GPAT e na
glandula mamaria de ovelhas lactantes suplementadas com C18:0' comparadas ao
Controle.
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1 Os valores sdo apresentados como a média +EPM. Letras diferentes denotam diferencas
significativas entre os tratamentos (P<0,05).
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7 DISCUSSAO

Estudos prévios que avaliaram a suplementacdo com fontes ricas em C18:0
(<85%) sobre respostas produtivas em vacas (STEELE, 1969; ENJALBERT et al.,
2000; PIANTONI, LOCK e ALLEN, 2015; BOERMAN, SOUZA e LOCK, 2017
SOUZA, PRESEAULT e LOCK, 2018; RICO, ALLEN e LOCK, 2014) e ovelhas
leiteiras (TORAL et al., 2015; TORAL, HERVAS e FRUTOS, 2018), demonstraram
respostas variadas na producdo de leite, gordura e componentes. No presente
estudo, ndo houve respostas sobre a producao e teor de gordura, proteina e solidos.
No entanto, o C18:0 ocasionou um menor consumo de MS da silagem, decréscimos
na producdo e no teor de lactose, acompanhados de uma queda na producéo de
leite.

Nossos resultados relativos aos decréscimos no teor e na producdo de
lactose, estdo de acordo com os encontrados por Boerman, Souza e Lock (2017),
em um estudo com niveis crescentes de suplementacédo de C18:0 na dieta de vacas
da raca Holandés, observaram uma tendéncia na reducdo da producdo de lactose
(P=0,10) com o aumento nas doses de C18:0. Diferindo daqueles encontrados por
Steele (1969), que obteve aumentos na producdo de lactose com a inclusdo de
C18:0 a 5% do consumo de MS da dieta. E de de Toral, Hervas e Frutos (2018), que
reportaram que ndo houve efeito de doses de C18:0 sobre os teores de lactose (P >
0,10), quando estas foram suplementadas em combinacdo com 6leo de peixe na
tentativa de reverter a depresséo de gordura do leite (DGL).

As possiveis causas para a variagdo nas respostas encontradas com o uso de
fontes de gordura saturada, sobre a producao e o teor de lactose entre os diferentes
estudos, ndo esta completamente documentada. No entanto, algumas inferéncias ja
foram estabelecidas, como por exemplo, a de Cant, Depeters e Baldwin (1993), que
sugerem que aumentos no suprimento de AG’s oriundos da suplementacgao lipidica
ocasionariam uma maior eficiéncia no uso de glicose para a sintese de lactose por
poupar acetato da oxidagcao pelos tecidos. Rico, Allen e Lock (2014), sugeriram que
pode haver diferengcas na particdo de energia conforme a suplementagcdo de AG’s,
com economia de glicose, permitindo sua utilizagdo em outros processos na sintese

do leite.
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De forma contraria ao exposto acima, Bionaz et al. (2013) em sua revisao,
sugeriram que os AG’s podem afetar a expressao génica e, mais especificamente,
fazem uma série de inferéncias sobre a importéancia dos isotipos de PPAR na
gliconéogenese. Dentre elas, destaca-se a importadncia de PPAR-g no controle
negativo do maior transportador de glicose, o GLUT1 (transportador de glicose 1),
gue tem sua expressao altamente aumentada no tecido mamario de vacas durante a
lactacdo (BIONAZ E LOOR, 2008), atuando como antagonista da sintese de lactose,
e consequentemente, da producao de leite (BIONAZ et al., 2013). Além disso, outros
resultados como os de White, Koser e Donkin (2011) mostraram que o C18:0 diminui
a expressdo da enzima chave na gliconeogénese, a piruvato carboxilase. Os
achados na literatura sugerem a possibilidade de alteracdo na expressao de PPAR-g
e GLUT1, devido as respostas que obtivemos até o presente momento com a
diminuicao nos teores e producao de lactose e producao de leite.

Outra possivel explicacdo para a reducédo da lactose, pode ter ocorrido devido
ao menor CMS de silagem pelo grupo tratado com C18:0, que consequentemente,
disponibilizaria menos substratos para a sintese de glicose. Ao contrario do que
ocorreu neste estudo, Steele e Moore (1968) suplementaram C18:0 para vacas
leiteiras em meio de lactacdo e ndo encontraram mudancas na CMS. Alguns autores
também destacam os efeitos hipofagicos que podem ocorrer com a suplementacéo
de AG’s saturados, embora estes efeitos sejam mais pronunciados na utilizagdo de
fontes insaturadas de gordura (DRACKLEY et al., 1992; HARVATINE e ALLEN,
2005). Além disso, a digestibilidade do suplemento pode ter sido um fator nos
resultados encontrados, Boerman et al. (2015) postularam em sua meta-analise que
a conforme ocorre um aumento na chegada de C18:0 ao duodeno, ha um
decréscimo linear da digestibilidade de C18:0. No entanto, diminuicdo na
digestibilidade de C18:0 que pudesse justificar a auséncia de efeitos do acido
estearico sobre o teor e a producdo de gordura neste estudo ndo pode ser
confirmada porque néo utilizamos infusdo duodenal de C18:0, mas ndo descartamos
a possibilidade de que possam haver propriedades fisicas ou organolépticas do
suplemento lipidico (ponto de fusdo, odor, sabor) que possam ter afetado a
digestibilidade e o consumo de silagem, consequentemente, afetando os resultados
produtivos.

Em nosso estudo, a producédo de leite diminuiu em 8,1% com a adi¢cdo de

C18:0 a dieta de ovelhas em estagio final de lactacdo, este resultado é diferente
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daqueles relatados em trabalhos prévios onde o C18:0 aumentou (STEELE, 1969;
PIANTONI, LOCK e ALLEN, 2015; BOERMAN, SOUZA e LOCK, 2017) ou nao
apresentou efeitos sobre a producdo de leite (STEELE e MOORE, 1968;
ENJALBERT et al., 2000). Como este resultado foi precedido de uma diminui¢do nos
teores e producéao de lactose, que por sua vez, € um componente conhecido por sua
acdo osmorreguladora na captacdo de agua para a glandula mamaria (LINZELL,;
PEAKER, 1971), e esta diretamente correlacionada com a producdo de leite
(MIGLIOR et al.,, 2007), uma possivel limitacdo na gliconeogénese pelo &cido
estedrico pode ter promovido uma reducao na producéao de leite.

Diferente do esperado, o C18:0 nao foi capaz de aumentar os teores de AG’s
saturados no perfil do leite, nem o seu proprio teor, a excegao ocorreu apenas no
aumento dos AG’s C4:0, C6:0 e C8:0 e na diminuicdo dos teores de AGPI. De
acordo com Barbano e Sherbon (1980), aumentos na secrec¢do de C4:0 na gordura
do leite podem ser resultado de parte de um mecanismo compensatorio para ajudar
a manter a fluidez do leite, devido ao alto ponto de fusdo de AGCL. Os resultados de
Enjalbert et al. (1998) sobre infusdes duodenais de &cido palmitico, estearico e
oleico em vacas leiteiras, indicaram que houve melhora na biossintese de C4.0 e
C6:0 com a administracdo dos tratamentos, mas que comparativamente, apenas o
C16:0 aumentou a secrecdo de C4:0 e tendeu a aumentar C6:0 na gordura do leite.
Para esses autores, a auséncia de efeitos de C18:0 sobre a secrecdo de C4:0, se
deve a absorcéo insuficiente de C18:0 pela glandula mamaria.

Assim como 0 nosso, existem outros estudos que avaliaram efeitos da dieta
sobre a expressdo génica na glandula mamaria com alteracbes na composi¢cdo de
AG’s sem afetar a secrecao de gordura no leite (SHINGFIELD et al., 2010). Apesar
do exposto, ndo podemos afirmar que estes aumentos foram causados pela
administracdo C18:0, jA que ndo houve um aumento no suprimento de C18:0 na
gordura do leite que pudesse favorecer aumentos na secrecdo de C4:0, C6:0 e C8:0
em comparac¢ao com o Controle.

Nossos resultados foram obtidos com 14 dias de suplementac&o, no entanto,
trabalhos prévios com ovelhas leiteiras (TORAL et al., 2010; GOMEZ-CORTES et
al., 2011 e CASTRO-CARRERA et al., 2015) indicam que respostas diferentes na
composi¢cao do perfil de AG’'s podem ser encontradas com maior tempo de
suplementacao lipidica. Este fato, somado a outros fatores como o periodo de

lactacéo dos animais, dose do suplemento e digestibilidade de C18:0 (n&o avaliada
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neste trabalho), poderia ser uma possivel justificativa para os resultados
encontrados. Por este motivo plotamos uma curva com as médias do teor de
gordura (Figura 1) durante o tempo de administracdo dos tratamentos, e pudemos
observar que a partir do 16° dia experimental, houve uma estabilizacdo do teor de
gordura ao longo do tempo (P=0,05), o que demonstra que o periodo utilizado para a
suplementacao foi suficiente em nosso estudo.

Além disso, a energia disponibilizada pela suplementacédo de AG pode ser
direcionada tanto a producédo de gordura no leite, para a sintese de leite ou para o
uso em outros tecidos (RICO, ALLEN e LOCK, 2014). No trabalho de Piantoni, Lock
e Allen (2015) a quantidade de C18:0 absorvido pela glandula mamaria foi baixa, e
0s autores sugerem a possibilidade da ocorréncia de uma oxidacao extra-hepética
dos tecidos na transferéncia de C18:0 para o leite. No entanto, em um estudo da
expressdo génica durante a lactacdo de camundongos, Rudolph et al. (2007)
indicaram que durante a lactacdo, genes envolvidos na B-oxidacdo sdo altamente
suprimidos, o oposto de genes lipogénicos que sdo altamente expressados,
provendo substratos para a sintese de gordura.

Ha grande reconhecimento sobre o potencial da suplementacao lipidica em
reduzir a concentracdo e a producdo de AG da sintese de novo (GLASSER et al.,
2008). Um aumento nos fluxos duodenais de C18:0 e de outros AG’s de 18C
decrescem linearmente a produgédo de AG’s de cadeia curta e média (C4 a C16) no
leite (GLASSER et al., 2008), isso pode ocorrer devido a um decréscimo na
oxidacdo de glicose para a geracao de equivalentes na sintese de gordura do leite
(STORRY; HALL; JOHNSON, 1973), inibindo diretamente a ACACAa (PALMQUIST
e JENKINS, 1980). Apesar desta diminuicdo nos AG’s da sintese de novo nao terem
sido encontradas no perfil de AG’s do leite deste estudo, as reducdes na abundancia
de RNAm de ACACAa e FASN, as principais enzimas envolvidas nesta sintese
promovidas pela suplementacdo com C18:0, nos levam a acreditar que
possivelmente se tivéssemos um maior tempo de suplementacdo poderiamos
encontrar respostas diferentes.

Os resultados obtidos neste trabalho com a adicdo de C18:0 a dieta de
ovelhas leiteiras em final de lactagédo, proveu discretas redugdes na expressao de
ACACAa e FASN. Nossos resultados estdo de acordo com o0s reportados na
literatura por KADEGOWDA et al. (2009) e Qi et al. (2014). O estudo de Kadegowda

et al. (2009) testou os efeitos de C18:0 e outros AGCL sobre genes lipogénicos em
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células epiteliais mamarias bovinas, e encontraram reducdes na expressao de
ACACAa e FASN (-56 e -69%, respectivamente), em comparagcao ao Controle. Em
seu trabalho, Qi et al. (2014) também relataram efeito supressor de ACACAa e
FASN com tratamento com estearato em células mamarias de vacas lactantes. Ao
nosso conhecimento, o mecanismo pelo qual um aumento nos suprimentos de
C18:0 leva a reducbes na expressdo de ACACAa e FASN ndo é completamente
estabelecido.

No entanto, hipotetizamos que possa ter ocorrido uma competicdo do C18:0
com AG’s de cadeia curta, isso porque o acido estearico € incorporado
principalmente na posicdo sn-1 dos TAG, seguida pela posicdo sn-3 (JENSEN,
2002). De acordo com Loften et al. (2014), AG’s de maior ponto de fusdo sao
incorporados nas posicdes sn-1 e sn-2, enquanto a posi¢cdo sn-3 € destinada,
principalmente, aos AG’s com ponto de fusdo mais baixos como C4:0, C6:0 e C8:0.
Hansen e Knudsen (1987) sugerem que AG'’s, principalmente aqueles incorporados
em sn-3, podem inibir a sintese de novo por competicdo pelas posi¢des sn-2 e sn-3
com AG’s de cadeia curta e média. Ainda de acordo com esses autores, a adicao de
C18:0 a dieta promove decréscimos nas quantidades de AG’s sintetizados de novo.
E embora ndo tenhamos obtido decréscimos na secrecao de AG’s de cadeia curta e
média a nivel de composicdo, a supressao nas expressbes de ACACAa e FASN
podem nos sugerir a possibilidade da ocorréncia deste efeito com maior tempo de
suplementacao, visto que as mudancas ocasionadas no perfil génico sao obtidas

muito mais facilmente do que aquelas mensuradas no perfil lipidico do leite.
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8 CONCLUSOES

A suplementacdo com acido estearico (28g/dia) ndo foi capaz de aumentar o
teor gordura no leite, bem como, seu teor no perfil de &cidos graxos do leite de
ovelhas em final de lactacdo. O C18:0 ndo promoveu efeitos na expressao dos
genes ligados aos processos internalizacao, transporte, dessaturacdo e sintese de
triglicerideos, tendo efeito supressor sobre a expressdo dos principais genes da
sintese de novo (ACACAa e FASN). Além disso, a adicdo de C18:0 a dieta de
ovelhas em final de lactacdo teve efeitos negativos sobre o CMS de silagem e

reduziu o teor de lactose e a producao de leite.
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