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RESUMO

BESSANI, D. T. C. EXPRESSAO GENICA EM EXPLANTES DE GLANDULA MAMARIA
DE OVELHAS LACTANTES CULTIVADOS IN VITRO COM ACIDOS PALMITICO E
ESTEARICO. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal — Area: Producdo Animal).
Universidade do Estado de Santa Catarina. Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncia Animal.
Lages, 2020.

O objetivo deste estudo foi verificar o efeito dos acidos palmitico, esteéarico e sua combinagdo
na expressdo de genes envolvidos na sintese lipidica em explantes de glandula mamaria de
ovelhas lactantes, cultivados in vitro. Foram utilizados explantes de tecido mamério de 3
ovelhas lactantes com partos gemelares, da raca Lacaune, com 30 (+ 4) dias de lactacéo,
produzindo em uma ordenha 1,3 + 0,8 kg de leite/dia, peso vivo médio de 70,5 £ 9,5 kg e escore
de condicdo corporal 3,0 £ 0,5. O cultivo foi feito em placas de 6 pocos em estufa a 37°C com
5% de CO2 e com umidade saturada por 24h. Utilizou-se os seguintes tratamentos: a) Controle:
6 ml de meio de cultivo + albumina sérica bovina (0,1% BSA); b) C16: 6 ml de meio de cultivo
+ 100uM de &cido palmitico; ¢) C18: 6 ml de meio de cultivo + 100uM de &cido esteérico; d)
C16C18: 6 ml de meio de cultivo + 100uM de acido palmitico + 100uM de acido estearico.
Apos as 24h de cultivo, os explantes foram retirados das placas e realizou-se a extracdo de
RNA, sintese de DNA complementar e analise de PCR quantitativo em tempo real (RT-gPCR).
Os dados foram analisados pelo software estatistico SAS através do procedimento MIXED, a
um nivel de 5% de significancia e tendéncia quando entre 5 e 10%. O tratamento C16 aumentou
a abundéancia do RNAm da SCD em 227,4% e reduziu em 50% a abundéncia do RNAm da
AGPATG6 em relacdo ao Controle. O tratamento C16C18 aumentou a abundancia do RNAm da
FASN, CD36, FABP4, SCD, GPAT e PPAR-y em 71,6, 111,7, 114,1, 218,6, 31,2 e 96,9%,
respectivamente, em relacdo ao Controle. Concluindo, a adicdo do tratamento C16C18 em
explantes de glandula maméria de ovelhas lactante, cultivados in vitro, foi capaz de aumentar
a expressdo dos genes envolvidos na sintese lipidica.

Palavras-chave: Metabolismo lipidico, Sintese de gordura, Lipogénese mamaria.






ABSTRACT

BESSANI, D. T. C. GENE EXPRESSION IN MAMMARY GLAND EXPLANTS OF
LACTATING EWES CULTIVATED IN VITRO WITH PALMITIC AND STEARIC
ACIDS. Dissertation (Master Degree in Animal Sciences — Area: Animal Production).
University of the State of Santa Catarina. Post-graduate Program in Animal Sciences. Lages,
2020.

The objective of this study was to verify the effect of the palmitic and stearic acids, and their
combination on the expression of genes involved in the lipid synthesis in mammary gland
explants of lactating ewes cultivated in vitro. The mammary tissue explants from 3 lactating
Lacaune ewes rearing twins, with 30 (x 4) days of lactation, to produce 1.3 + 0.8 kg of milk /
day, average live weight of 70, 5 + 9.5 kg and body condition score 3.0 £ 0.5 were cultivated
for 24 hours in 6-well plates in an oven at 37 ° C with 5% CO? and saturated humidity. The
treatments were: a) Control: 6 mL of culture medium + bovine serum albumin (0.1% BSA); b)
C16: 6 mL of culture medium + 100uM of palmitic acid; ¢) C18: 6 mL of culture medium +
100uM of stearic acid; d) C16C18: 6 mL of culture medium + 100uM palmitic acid + 100pM
stearic acid. After cultivating for 24 hours, the explants were removed from the plates, RNA
was extracted, complementary DNA synthesized, and the quantitative real-time PCR analysis
(RT-qPCR) performed. The data were analyzed using software SAS through the MIXED
procedure at a level of 5% of significance and trend between 5 to 10%. The C16 treatment
increased the abundance of SCD RNAm by 227.4% and reduced the abundance of AGPAT6
RNAmM by 50% when relation to the control. In addition, the C16C18 treatment increased the
abundance of FASN, CD36, FABP4, SCD, GPAT, and PPAR-y mRNA by 71.6, 111.7, 114.1,
218.6, 31.2 and 96.9%, respectively, compared to the control treatment. Therefore, the addition
of the C16C18 treatment in mammary gland explants of lactating ewes, cultivated in vitro,
increased the expression of the genes involved in lipid synthesis.

Keywords: Lipid metabolism, Fat synthesis, Mammary lipogenesis.
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1 INTRODUCAO

A suplementacdo com lipidios na dieta de ruminantes vem contribuindo positivamente
sobre a produgdo animal, proporcionando aumento no valor energético da dieta, na produgédo
de leite, no teor e/ou na producédo de gordura e melhora da eficiéncia da producéo leiteira.

Os ruminantes de producdo leiteira podem ser suplementados com acidos graxos
saturados como por exemplo, acido palmitico (C16:0) e estedrico (C18:0). Estudos
envolvendo suplementos lipidicos ricos em C16:0 e C18:0 mostraram que esses AG possuem
a capacidade de aumentar o teor de gordura do leite e sua producdo (TODERO et al. 2016 e
PIANTONI et al. 2015). Entretanto, suas utilizacdes na dieta de ruminantes tém demonstrado
grande variabilidade nos resultados na sintese de gordura do leite (ENJALBERT et al., 2000;
BIONAZ e LOOR, 2008a) e na expressao dos genes avaliados in vivo (HORSTMANN, 2020
e RICO et al. 2020) e in vitro (YONEZAWA et al. 2004; KADEGOWDA et al. 2009; QI et
al. 2014 e CARRARO et al. 2019).

Pesquisas com células mamarias em cultivos in vitro tém sido usadas para avaliar a
expressdo de genes sob varios tipos de protocolos. Além disso, o cultivo de tecidos da glandula
mamaria pode ser uma ferramenta importante para identificar peculiaridades especificas dos
tecidos, e auxiliar no entendimento do mecanismo molecular, considerando que o tecido
mantém caracteristicas de quando in vivo (URIO et al. 2018).

Assim, investigacBes usando explantes da glandula mamaria de animais em lactacao
cultivados in vitro podem auxiliar no entendimento da expressao de genes, reduzindo o uso
dos animais e proporcionando resultados auxiliem no entendimento, pelo menos em parte, do
que ocorre in vivo durante a sintese de gordura do leite em animais recebendo suplementos
lipidicos.

Por esses motivos, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito dos acidos
palmitico, estearico e sua combinacdo na expressao de genes envolvidos na sintese lipidica

em explantes de glandula mamaria de ovelhas lactantes, cultivados in vitro.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ESTUDOS IN VITRO

In vitro € a expressdo que designa algum processo bioldgico fora do sistema vivo do
animal, acontecendo em ambiente controlado (ar, umidade, temperatura e suplementado com
nutrientes) em um laboratério (ICHINOSE e NANDI, 1966; CHOI et al. 1988). Com uma
amostra de tecido (explante) o modelo in vitro pretende simular o que ocorreria no 6rgédo
avaliado, tornando similar ao processo no tecido in vivo (AKERS, 2017).

Os estudos envolvendo cultivos de glandula mamaria tém utilizado algumas linhagens
celulares tais como a célula alveolar mamaria T (MAC-T) (KADEGOWDA et al. 2009) e a
célula clonal mamaria (BME-UV1) (ZAVIZION et al. 1996). Esses estudos envolvendo
linhagens de células tém abordado areas como fisiologia e expressao génica sob varios tipos de
protocolos, como, por exemplo, aqueles conduzidos por Hansen e Knudsen (1987), avaliando
o efeito dos AG’s ex0genos na biossintese de lipidios nas células epiteliais de ruminantes; e por
Keys et al. (1992) sobre a capacidade do tecido mamario bovino de sintetizar lipidios durante
um periodo de incubacdo de 96 horas.

Além disso, os cultivos podem utilizar explantes da glandula mamaria de mamiferos
ndo lactantes, em pré-parto (SHAO et al. 2013), células alveolares isoladas de tecido mamario
em lactacdo ou de animais nao lactantes (CHOI et al. 1988). Embora haja limitacGes da técnica
(ndo considerando a interacdo do metabolismo animal como um todo), essa pratica permite a
avaliacdo dos efeitos dos tratamentos especificamente no tecido/6rgdo em diferentes periodos
de lactacéo.

Na area de investigacdo molecular, Urio et al. (2018) avaliaram a expressado de fatores
de transcricdo, genes lipogénicos e relacionados a producdo de leite, em explantes mamarios de
ovelhas lactantes submetidos a uma alta dose de CLA trans-10, cis-12 por 24h, e concluiram
que explantes sdo um modelo passivel de uso.

Kadegowda et al. (2009) utilizaram células MAC-T cultivadas in vitro com AG para
estudos de expressdo de genes e Hosseini et al. (2013) compararam a expressdo de genes
lipogénicos em células MAC-T e explantes mamarios de vacas lactantes. Ambos concluiram
que os explantes sdo mais fidedignos.

Apesar das limitages em obter tecido da glandula maméria de espécies ndo comumente

usadas em laboratorio, considera-se que o explante de tecido preserva a composic¢ao natural do
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tecido mamario, quando comparado as linhagens celulares imortalizadas, devido a proximidade
com os tecidos/células originais, possuindo um ambiente molecular mais semelhante ao in vivo
(HOSSEINI et al. 2013) e a estrutura tridimensional e a matriz extracelular que sao fatores

essenciais para obter um epitélio mamario lactante funcional (MUSCHLER e STREULL, 2010).

2.2 GLANDULA MAMARIA

O desenvolvimento da glandula mamaria ocorre principalmente durante a primeira
gestagdo (VEIGA e FONSECA, 2019), sob influéncia dos horménios prolactina e
glicocorticoides (SHAO et al. 2013 e COHEN et al. 2018) associados com o desenvolvimento
fetal.

Nas ovelhas, o desenvolvimento da glandula mamaria é concluido principalmente no
periodo de gestacdo com escasso crescimento mamario durante o inicio da lactacdo. Entdo, a
atividade metabdlica celular e o transporte de nutrientes sdo aumentados para fornecer
substratos para a sintese dos componentes do leite durante o inicio da lactacdo, através de

importantes mudancas na expressao génica da glandula mamaria (GALLARDO et al. 2019).

2.2.1 Sintese da gordura do leite na glandula mamaria

A gordura é o principal componente energético do leite e € responsavel por muitas das
propriedades fisico-quimicas e qualidades organolépticas dos produtos lacteos, além de
inimeras fungdes no organismo animal e humano (BAUMAN e GRIINARI, 2001; BAUMAN,
2011).

O leite é o produto que mais se diferencia entre as espécies de mamiferos e seus
componentes podem ser alterados diretamente pela dieta. A sintese da gordura do leite exige
que a glandula mamaria tenha um constante suprimento de precursores além da acdo de varias
enzimas envolvidas na captacdo de substratos, sintese de novo, absorcdo, dessaturacdo,
esterificacdo, transporte de AG e na formac&o das goticulas de gordura, conforme a Figura 1
(RICO, 2013).
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Figura 1. Sintese de gordura nas células epiteliais da glandula mamaéria (adaptado de
RICO, 2013).

Os &cidos graxos utilizados na sintese de gordura do leite sdo derivados de duas origens;
da circulagdo sanguinea, podendo ser dos lipidios absorvidos da dieta (quilomicrons e/ou
VLDL) ou da mobilizagdo de reservas corporais; ¢ da sintese “de novo” nas células epiteliais
mamarias, que utiliza como percursores o0 acetato e o butirato produzidos durante o processo de
fermentacao ruminal dos carboidratos (KOZLOSKI, 2011; BERNARD et al. 2018).

2.2.2 Atividade génica na glandula mamaria

2.2.2.1 Sintese de novo

Para que a lipogénese via sintese de novo ocorra na glandula maméria de ruminantes
sd0 necessarias duas enzimas chaves, a acetil-CoA carboxilase alfa (ACACAa) e a acido graxo
sintase (FASN) (SMITH, 1994), a fim de que resulte na produgéo de AG’s de cadeias curta e
média e uma parte de C16:0 (HARVATINE et al. 2008).

A ACACAu ¢é responsavel pelo primeiro passo, convertendo acetil-CoA em malonil-
CoA, considerado como um “primer” inicial para a sintese de acidos graxos (AKERS, 2002).
A enzima FASN atua catalisando a sintese de acidos graxos de cadeia longa, podendo fazer o
alongamento dos AG’s até 16 carbonos na glandula mamaria (SMITH, 1994). Além disso, a

enzima Acil-tioesterase | atua nesse processo juntamente com a FASN, podendo interromper o
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alongamento de AG’s formando aqueles de cadeia curta e média contribuindo para a
manutencéo da fluidez do leite (SMITH, 1980).

2.2.2.2 Captacéo de acidos graxos

A captacdo intracelular dos AG, depende da agdo da lipoproteina lipase (LPL), que capta
e hidrolisa os triglicerideos. A LPL esté localizada nos capilares das células epiteliais mamarias
e/ou adiposas, que permite que esses tecidos obtenham os AG’s dos triglicerideos derivados
dos quilomicrons e do VLDL, originados da absor¢do pelas células do intestino ou produzidos
pelo figado (TSIPLAKOU et al. 2011), liberando AG’s livres, glicerol e monoacilglicerol.

A captagdo dos AG’s pode ocorrer por difusdo ou via transporte saturavel (BERNARD
et al. 2008). De acordo com Palmquist (2006), a captagdo dos AG’s pelas células epiteliais
mamarias necessita de transportadores especificos, onde algumas proteinas desempenham um
papel nesse transporte e dentre essas encontramos a proteina translocadora de acidos graxos
(CD36) localizada no epitélio mamario e a proteina ligadora de &cidos graxos (FABP).

As FABPs controlam a homeostase intracelular de lipideos, regulando o transporte de
AG’s no compartimento nuclear e extra nuclear da célula, e com isso, também influenciam na
homeostase energética sistémica (STORCH e MCDERMOTT, 2009).

2.2.2.3 Dessaturacao de acidos graxos

Na glandula mamaria, alguns AG’s vindos da corrente sanguinea ou sintetizados no
6rgdo sdo modificados pelo processo de dessaturacdo, o que explica a presenca da maioria dos
acidos graxos monoinsaturados (MUFA) encontrados na gordura do leite (KISSELLA, 1970).
A principal enzima envolvida na sintese de MUFA a partir da dessaturagdo de AG’s ¢ a
estearoil-CoA dessaturase (SCD). A acdo dessa enzima € importante para a manutencdo da
fluidez do leite bem como para a sintese de &cidos graxos poliinsaturados (LOCK e DE
SOUZA, 2015).
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2.2.2.4 Sintese de triglicerideos

A principal forma na qual a gordura do leite se encontra € como triglicerideo. Para que
os triglicerideos sejam secretados no leite como globulos (goticulas) de gordura sdo necessarias
algumas convers@es na sintese (SHINGFIELD et al. 2010), Figura 1.

O primeiro passo da sintese de triglicerideos é a conversdo do glicerol-3-fosfato e acil-
CoA em &cido lisofosfatidico na posicdo sn-1, realizada pela enzima glicerol-3-fosfato
aciltransferase (GPAT) (TAKEUCHI e REU, 2009). A GPAT é considerada como limitante da
sintese de triglicerideos e na regulacdo do fluxo de AG’s (GONZALEZ-BARO et al. 2006).

O segundo passo € realizado pela acilglicerol-3-fosfato-aciltransferase (AGPAT),
responsavel pela conversdo do acido lisofosfatidico em &cido fosfatidico, adicionando um
grupo acil a posicdo sn-2 do esqueleto de glicerol (TAKEUCHI e REU, 2009). A terceira
enzima envolvida na sintese de triglicerideos é a diacilglicerol aciltransferase (DGAT), esta é
responsavel por esterificar acidos de cadeia longa e curta na posi¢do sn-3 (PALMQUIST 2006;
SHINDOU et al. 2009; TAKEUCHI e REU, 2009).

2.2.2.5 Principais reguladores dos genes lipogénicos

Baumgard et al. (2002) sugeriram que os genes envolvidos na sintese de gordura do leite
podem compartilham um mecanismo regulatério em comum. Os principais fatores de
transcricdo envolvidos na regulacdo da expressdo de genes na sintese de novo e na captagdo de
AG’s da corrente sanguinea sdo as proteinas de ligacdo de elementos reguladores de esterol
(SREBPs) (HARVATINE e BAUMAN, 2006) e os receptores ativados por proliferadores de
peroxissomos (PPARs) (BIONAZ e LOOR, 2008a).

As SREBPs sdo uma familia de fatores de transcricdo que combinadas a proteina de
clivagem-ativacdo da SREBP (SCAP) regulam a expressao de varias enzimas essenciais para
sintese de colesterol, acidos graxos e triglicerideos (EBERLE et al., 2004). A isoforma 1
(SREBP1), controla principalmente as enzimas envolvidas na sintese de gordura da glandula
mamaria (HARVATINE e BAUMAN, 2006). O SREBP1 transloca-se para o nucleo da célula,
ligando-se a elementos reguladores de esterol nas regides promotoras de genes alvo, recrutando
coativadores e estimulando a transcri¢cdo dos genes alvo (HUSSEIN et al. 2013; BIONAZ e
LOOR, 2008a).

O PPAR compreende um grupo de receptores nucleares com trés isoformas, PPAR-a,
PPAR-B/5 e PPAR-y (BIONAZ et al. 2013). Os PPARs sdo fatores de transcricdo dependentes
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de ligantes, que regulam a expressdo dos genes alvos através da ligacdo aos elementos de
respostas do proliferados de peroxissomos (PPERs) dos genes reguladores, através de um
heterodimero formado junto com o receptor retindide X (RXR). Com a ligacdo de um agonista,
a conformacéo do PPAR é alterada e estabilizada, permitindo a ligacdo com o gene alvo e
promovendo a transcricdo do mesmo (BERGER e MOLLER, 2002).

A PPAR-y possui uma maior expressao no tecido adiposo de ruminantes, mas também € o
principal fator de transcricdo regulando os genes da via da sintese de novo e aqueles envolvidos
na captacdo de AG’s da corrente sanguinea (BIONAZ e LOOR, 2008b). Além disso, Kadegowda
et al. (2009) relataram que a PPAR-y ¢ o gene chave que controla a expressdo da sintese de

gordura do leite em ruminantes.

2.3 EFEITOS DOS LIPIDIOS

2.3.1 Acido palmitico

O é&cido palmitico € um um &cido graxo de cadeia longa (AGCL), que tem sido utilizado
como suplemento lipidico na dieta de ruminantes e uma grande variabilidade nos resultados
pode ser observada (ENJALBERT et al. 2000; RICO et al. 2014). Piantoni et al. (2013)
suplementaram vacas em lactacdo com C16:0 e obtiveram aumentos na producdo de leite
(2,5%) e no teor de gordura do leite (3,3%). Em outro estudo com vacas, Tddero et al. (2016)
utilizaram um suplemento contendo 88% de C16:0 e comparado ao tratamento sem
suplementacao lipidica, observaram um aumento de 8,3% no teor de gordura do leite.

De acordo com Rico et al. (2014), a suplementacdo com C16:0 melhorou a concentracéo
e a producdo de gordura do leite de vacas bem como a eficiéncia de conversdo alimentar em
relacdo a suplementacdo com C18:0. Mosley et al. (2007) forneceram diferentes niveis (0 a
1.500 g) de 6leo de palma na dieta de vacas em lactacdo e observaram um aumento no teor de
C16:0 na gordura do leite e ndo obtiveram alteracdes na ingestdao de matéria seca.

Estudos in vitro relataram um efeito estimulador do C16:0 na sintese de C4:0 e o0s
autores consideraram que o C16:0 atuou como um "primer" para a sintese de triacilglicerol por
acilacdo na posicédo sn-1, permitindo que 0s AG’s de cadeia média e curta fossem incorporados
nas posi¢des sn-2 e sn-3 (HANSEN e KNUDSEN, 1987). Além disso, estudos in vitro relataram
um efeito estimulador de C16:0 nas células mamarias e observaram que o acido palmitico é o
substrato preferido pela célula mamaria (HANSEN e KNUDSEN, 1987; KISSELLA, 1970).
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Suplementando diferentes concentragdes de C16:0 em células epiteliais mamérias
bovinas, Qi et al. (2014) observaram efeito supressor da ACACAa e FASN e propuseram que
0 C16:0 poderia inibir a sintese de novo. Recentemente, Carraro et al. (2019) em um estudo in
vitro testaram o C16:0 em explantes mamarios de ovelhas lactantes, e observaram o aumento
da expressdo génica das isoformas da ACACAa« (PII e PIII) e FASN, genes envolvidos na via

da sintese de novo.

2.3.2 Acido estearico

Os ruminantes podem ser alimentados com suplementos ricos em C18:0 mas sua
utilizacdo tem sido pouco descrita e os resultados encontrados em vacas lactantes apresentam
grande variabilidade (PIANTONI et al. 2015).

Segundo o Sampath e Ntambi (2005), o C18:0 é encontrado no leite de ruminantes
perfazendo de 5 a 15% da gordura. Piantoni et al. (2015) forneceram 2% do consumo de MS
da dieta com C18:0 para vacas de alta producdo e observaram um aumento na ingestdo de
alimentos, producéo e teor de gordura do leite. Enjalbert et al. (2000) suplementaram C18:0 na
dieta de vacas leiteiras e observaram aumento na producdo de AG’s pré-formados no leite e
outros AG’s de 18 carbonos com variagao no grau de saturagdo. Em contrapartida, Boerman et
al. (2017) forneceram diferentes niveis de C18:0 na dieta de vacas em lactacdo e ndo
observaram efeitos sobre a producdo e componentes do leite.

Recentemente, Toral et al. (2018), em um estudo com ovelhas lactantes, forneceram 2%
do consumo de MS com 6leo de peixe ou em combinacdo com C18:0 (2% do consumo de MS)
para reverter a sindrome da depressao da gordura do leite (DGL) causada por 6leo de peixe e
observaram uma reducdo de 20% da concentracdo e producdo de gordura no leite, sugerindo
que seu uso ndo foi capaz de reverter a DGL causada pela suplementacdo com 6leo de peixe.

Kadegowda et al. (2009) relataram o efeito in vitro do C18:0 e outros AGCL sobre genes
lipogénicos em células MAC-T e encontraram redugdes na expressdo de ACACAa e FASN,
em comparagao ao grupo controle. Utilizando estearato em células epiteliais mamarias bovinas,
Qi et al. (2014) também observaram efeito supressor da ACACAa e FASN. Liang et al. (2014)
observaram in vitro que os acidos oleico, estearico e palmitico aumentaram o acumulo de

goticulas lipidicas e os niveis de FABP3 e PPAR-y nas CEM bovinas.
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A utilizacdo de suplementos ricos em &cidos graxos saturados para animais em periodo
de lactagdo justifica o interesse em entender os efeitos desses AG’s pois desencadeiam
mudanc¢as no desempenho geral do animal, na composi¢cdo e volume de leite produzido,
impactando na rentabilidade da atividade (RICO, 2013).
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3 HIPOTESES

Adicdo dos acidos palmitico, estearico e sua combinacdo em explantes de glandula
mamaria de ovelhas lactante, cultivados in vitro, irdo aumentar a expressdo dos genes
envolvidos na captacdo, transporte, dessaturacdo de acidos graxos e sintese de triglicerideos e

reduzir a expressao dos genes da sintese de novo.
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4 OBJETIVO

Verificar o efeito dos &cidos palmitico, estearico e sua combinacdo na expressdo de
genes envolvidos na sintese lipidica em explantes de glandula maméria de ovelhas lactantes,

cultivados in vitro.
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5 MATERIAL E METODOS

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
Universidade do Estado de Santa Catarina (CETEA/UDESC), sob o protocolo 1393221119.

5.1 ANIMAIS, BIOPSIAS E TRATAMENTOS

5.1.1 Bidpsia de tecido mamario

Foram utilizados explantes de tecido mamério de 3 ovelhas lactantes de partos
gemelares, da raca Lacaune, com 30 (x 4) dias de lactacdo (DEL), produzindo em uma ordenha
1,3 £ 0,8 kg de leite/dia, peso vivo médio de 70 + 7,5 kg e escore de condi¢do corporal (ECC)
2,5 = 0,5, pertencentes do rebanho do Centro de Ciéncias Agroveterinarias (CAV) da
Universidade do Estado de Santa Catarina.

Na realizacdo da bidpsia foi administrado anestésico local (4mL, intramuscular de
cloridrato de lidocaina) no ponto da incisdo para o bloqueio local. As amostras foram obtidas
através de uma inciséo na pele no ponto médio da metade do Ubere, utilizando agulha co-axial
(Hospifer, Porto Alegre, RS, Brasil) e posteriormente utilizado um instrumento especifico para
bidpsia (Geotek Medikal - EstaCore disposable biopsy cannula/GEC 1412, TIC. SAN. LTD.
STI, Yenimahalle-Ankara, Tirkiye) para coleta. Resumidamente, uma agulha de bidpsia de
calibre 16 foi inserida parcialmente atraves da agulha coaxial e amostras de tecido (~40
mg/biopsia) foram coletadas, inspecionadas para verificar a homogeneidade do tecido,
rapidamente lavadas com solucdo salina e armazenadas em meio de cultivo, alocadas em caixa
de isopor com gelo e transportadas imediatamente para o laboratério do Centro de Diagnostico
Microbioldgico Animal (CEDIMA - CAV/UDESC).

Apos o procedimento aplicou-se anti-inflamatério (2mL, intramuscular, Megluminato
de Flunixina, durante 5 dias) e antibi6tico (6mL, intramuscular, Enrofloxacina, dose Unica) e
curativo no local com cicatrizante e repelente topico até completa cicatrizacdo, mantendo os

animais em observacdo por ao menos 5 dias.
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5.1.2 Cultivo in vitro e tratamentos

Os explantes foram separados com uma agulha em 24 fragmentos (6 por tratamento),
com peso médio de 40 + 3 mg e cultivados em placas de 6 po¢os (Nunclon - Nunc, Roskilde,
Denmark), em uma estufa a 37°C com 5% de CO2 e com umidade saturada por 24h.

O meio de cultivo continha: Mammary Epithelium Basal Medium (99,2% MEBM,
Lonza Walkersville, MD, USA), extrato de pituitaria (0,4%), insulina (0,1%),
gentamicina/anfotericina (0,1%), fator de crescimento epidérmico (0,1%), hidrocortisona
(0,1%) e soro fetal bovino (10%). Os &cidos palmitico e esterico foram diluidos de acordo com
protocolo adaptado de Keating et al. (2008) e utilizou-se albumina bovina (BSA, 98%; Sigma-
Aldrich).

Utilizou-se os seguintes tratamentos: a) Controle: 6 mL de meio de cultivo + albumina
sérica bovina (0,1% BSA); b) C16: 6 mL de meio de cultivo + 100uM de acido palmitico; c)
C18: 6 mL de meio de cultivo + 100uM de acido estearico; d) C16C18: 6 mL de meio de
cultivo + 100uM de acido palmitico + 100uM de acido estearico. Apds as 24h de cultivo, os
explantes foram retirados das placas e colocados em criotubos contendo QiAzol Lysis Reagent

(Qiagen Sciences, Germantown, MD, EUA) e armazenados em freezer -80°C.

5.2 ANALISES LABORATORIAIS

5.2.1 Extracdo de RNA e sintese de DNA complementar (cDNA)

As amostras foram descongeladas e processadas com o auxilio de um homogeneizador
de tecidos portatil (Scienlabor, Ribeirdo Preto, SP, Brasil). A extracdo de RNA foi realizada
com o Kit RNeasy Lipid Tissue (Qiagen Sciences), seguindo o protocolo de utilizacdo do
fabricante. Foi utilizado DNAse (Sigma-Aldrich) “on column” para remover possivel
contaminagdo por DNA. As concentragdes do RNA foram verificadas utilizando o
espectrofotdmetro NanoDrop, ND-2000 (Thermo Fisher Scientific; Waltham, MA, EUA) e a
qualidade avaliada através da relacdo Azeor2s0 que foi ~2,08 + 0,02. Posteriormente realizou-se
a sintese do DNA complementar (cDNA) utilizando o Kit GeneAmp (Applied Biosystems,
Foster City, CA, EUA) com “random primers” e “enzyme mix” em equipamento termociclador

(MJ96+, Biocycler, Biosystems Importadora, Curitiba, PR, Brasil).
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5.2.2 PCR quantitativo em tempo real (RT- gPCR)

A reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-gPCR) foi realizada em triplicata
em placa de 48 pocos (MicroAmp™, Applied Biosystems), com volume de reacéo de 15 pl por
pogo, sendo 5 pl (20ng) de cDNA e 10 ul de GoTaq q PCR Master Mix (Promega, Madison,
WI, EUA). Os “primers” utilizados foram desenhados especificamente para cada gene de
interesse. A curva padrao utilizada continha sete pontos com um “pool” de cDNA de todas as
amostras em uma diluicdo seriada (100, 50, 25, 12, 6,25, 3,12 e 1,56%).

A placa foi quantificada no aparelho StepOne Real-Time (Applied BioSystems, USA),
e os dados analisados com software StepOne versédo 2.1 (Applied BioSystems, USA), gerando
curvas de dissociacdo para verificar a presenca de um unico produto. Em seguida, foi gerado
uma equacdo de regressdo com os valores do ciclo “CT” do RT-gPCR, afim de verificar a
eficiéncia da reagdo. As reacOes apresentaram coeficiente de determinacdo superior a 0,98 e

eficiéncia entre 90 e 110%.
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5.2.3 Primers

As sequéncias dos primers utilizados para avaliacdo da expressdo génica foi
disponibilizada pelo banco de dados de anotacdes de sequéncias de nucleotideos — GenBank
(NCBI, Bethsda, MD, EUA) e/ou de estudos previamente publicados (Tabela 1), sintetizados
pela Invitrogen (Carlsbad, CA, EUA) e validados quanto a especificidade e eficiéncia antes da

utilizacdo. Foram utilizados dois genes “housekeeping” (p-actina e proteina ribossomal S18) e

oito genes de interesse (Tabela 1).

Tabela 1. Descricdo dos primers ovinos utilizados na analise de RT-gPCR.

Gene Primerst

ACEeSso

F: GCCTTGAGCTCTGAGGGCTC

ACACAGPI R: ACGGAGCCAATTATGAATCG
EASN F: GGCCGTCTTTCTGACCAAGA

R: CGTGACGCCTTGCTTTTTG
D F: CCGCCCTGAAATGAGAGATG

R:CATGAGGATGATGTTTCTCCAAAC
—_— F: TGTGTTTGGAGGGATTCT

R: CCTTGGCTAGATAACGAACTCTG
EABP3 F: GGACAGCAAGAATTTCGATGA

R: CGATGATTGTGGTAGGCTTG
CABPA F: ATGGCCAAACCCACTGTGAT

R: GGCCCAATTTGAAGGACATCT
SPAM F: GCATTGGTCGGTGTAAGCAT

R: TTCTTTCCACTTCAAGGTTGC
AGPATE F:ACTTCCAGTACATCAGCCTGCGGC

R: CGTGAAAGCGAGAGCTATCCTG
PPAR-y F: CCAAGAATATCCCCGGCT

R: AGGCCAGCATCGTGTAAA
B-acting F: GCCTTTGCCATCACTGCAAT

R: TGAGCTCTCCTGCCCTCTTG
~PS1S F: GCCCTGAGGCTCTCTTCCA

R: CGGATGTCGACGTCACACTT

Ticiani et al. (2016)
Ticiani et al. (2016)
Hussein et al. (2013)
Hussein et al. (2013)
Hussein et al. (2013)
NM_001114667.1
Hussein et al. (2013)
Hussein et al. (2013)
Hussein et al. (2013)
Ticiani et al. (2016)

Ticiani et al. (2016)

1 Os primers sdo reportados em sequéncia 5> — 3’. ACACAa PII: Acetil-CoA carboxilase alfa;
FASN: Acido graxo sintetase; SCD: Estearoil-CoA dessaturase; CD36: Translocador de &cidos
graxos - Molécula CD36; FABP3: Proteina ligadora de acido graxo 3; FABP4: Proteina
ligadora de acido graxo 4; GPAM: Glicerol-3-fosfato aciltransferase; AGPATG6:
Acilglicerolfosfato aciltransferase 6; PPAR-y: Receptores ativados por proliferadores de
peroxissomos — gama; B-actina: Beta-actina; RPS18: Proteina Ribossomal S18.
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5.3 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados pelo software estatistico SAS University Edition (SAS,
2017), através do procedimento MIXED, a um nivel de 5% de significancia e tendéncia entre 5
e 10%. A expressdo génica foi avaliada considerando os tratamentos como efeito fixo e as
amostras como efeito aleatério em um delineamento inteiramente casualizado. A média
geométrica de genes housekeeping (S18 e P-actina) foi usada como covaridvel nas suas
respectivas analises.

Os residuos estudentizados fora de + 3,0 foram considerados “outliers”, sendo
identificados e excluidos da analise estatistica. Foram identificados outliers nos genes CD36
(n=1, tratamento C16C18), FABP4 (n=1, tratamento Controle), GPAM (n=1, tratamento C16),
AGPATG6 (n=1, tratamento C16C18), e PPAR-y (n=1, tratamento Controle).

Os dados séo apresentados como abundancia relativa de RNA, considerando o controle

como 100%.
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6 RESULTADOS

Na Figura 2 pode-se observar que o tratamento C16C18 aumentou a abundancia de
RNAmM da FASN em 71,6, 63,8 e 62,6% em relagéo ao Controle (P = 0,002) e aos tratamentos
C16 (P = 0,005) e C18 (P=0,004), respectivamente.

N&o houve efeito (P = 0,71) dos tratamentos C16, C18 e C16C18 sobre a expressdo
génica da ACACAa PII em relacdo ao Controle.

Figura 2. Abundancia de RNAm do gene FASN, envolvido na sintese de novo na glandula mamaria de

ovelhas lactantes.
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Em relacdo aos genes envolvidos na captagdo, transporte e dessaturacdo de AG’s na
glandula mamaéria, o tratamento C16C18 aumentou em 111,7, 128,5 e 131,4% (P = 0,0001) a
abundancia de RNAm da CD36 quando comparado ao Controle e aos tratamentos C16 e C18,
respectivamente (Figura 3A).

Houve um aumento de 114,1% na abundancia de RNAm da FABP4 no tratamento
C16C18 e uma tendéncia (P = 0,09) em aumentar a abundancia de RNAm no tratamento C18
em relacdo ao Controle (Figura 3B). N&o houve efeito de tratamento para o gene FABP3 (P =
0,26).

Em relagdo a abundancia do RNAm da SCD (Figura 3C), houve um aumento de 218,6
e 227,4% para os tratamentos C16C18 e C16, respectivamente em relacdo ao Controle. O
tratamento C16 aumentou em 67,5% em relacdo ao tratamento C18. Ainda, houve tendéncia do
tratamento C16C18 aumentar a SCD em 63% (P = 0,07) comparado ao tratamento C18. N&o

houve efeito do tratamento C18 (P = 0,15) comparado ao Controle (Figura 3C).
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Figura 3. Abundancia de RNAm dos genes CD36 (A), FABP4 (B) e SCD (C), envolvidos na captacao,
transporte e dessaturacdo de acidos graxos na glandula mamaria de ovelhas lactantes.
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Na expressdo dos genes envolvidos na sintese de triglicerideos, o tratamento C16C18
aumentou em 31,2, 58,5 e 68,1% a abundancia do RNAm da GPAM, em relagdo ao Controle
(P =0,03) e aos tratamentos C16 (P = 0,005) e C18 (P = 0,002), respectivamente (Figura 4A).
Quanto a expressao da AGPATS6, o tratamento C16 reduziu em 50% a abundancia de RNAmM

em relacdo ao Controle (Figura 4B).

Figura 4. Abundancia de RNAm dos genes GPAM (A) e AGPAT®6 (B), envolvidos na sintese de
triglicerideos na glandula maméaria de ovelhas lactantes.
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O tratamento C16C18 também aumentou a abundancia de RNAm da PPAR-y em 96,9
e 69,1% em relacdo ao Controle e ao tratamento C18, respectivamente (Figura 5).

Figura 5. Abundancia de RNAm do gene PPAR-y, envolvido na regulagdo génica na glandula mamaria

de ovelhas lactantes.
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7 DISCUSSAO

Apesar dos acidos palmitico e estearico serem dois AGCL, quimicamente semelhantes,
diferindo em apenas 2 unidades de carbono (LOFTEN et al. 2014), estudos envolvendo sua
utilizacdo na dieta de ruminantes tém demonstrado grande variabilidade nos efeitos sobre a
sintese de gordura do leite (ENJALBERT et al. 2000; BIONAZ e LOOR, 2008a) € na expressao
dos genes avaliados in vivo (HORSTMANN, 2020 e RICO et al. 2020) e in vitro (YONEZAWA
et al. 2004; KADEGOWDA et al. 2009; QI et al. 2014 e CARRARQO et al. 2019). Com base
nisso, o presente trabalho avaliou os efeitos dos acidos palmitico, estearico e sua combinagéo.

Diferente do esperado, os tratamentos C16 e C18 n&o foram capazes de alterar a expressao
dos genes envolvidos na sintese de novo na glandula maméria de ovelhas lactantes. Estes
resultados diferiram de Carraro et al. (2019), que observaram um aumento da expressao génica
das isoformas da ACACAw (PII e PIIT) e FASN em explantes mamarios de ovelhas lactantes,
cultivados in vitro com C16:0. Além disso, foi proposto por Kadegowda et al. (2009) e Qi et al.
(2014) um efeito supressor da sintese de novo ao avaliarem o efeito in vitro dos acidos
palmitico, estearico e outros AGCL sobre genes lipogénicos em células, e assim propuseram
que os AGCL poderiam inibir a sintese de novo do leite através de genes (ACACA e FASN).

Estudos anteriores sugeriram razfes em que o &cido palmitico poderia causar o efeito
supressor na sintese de novo: 1) C16:0 reduz a expressdo dos genes da sintese de novo,
principalmente inibindo a ACACA, devido ao aumento das concentragdes celulares de acil-coA
guando adicionado ao C16:0 (CLARKE e CLARKE, 1982) e 2) C16:0 pode diminuir a
atividade da ACACA ou da FASN devido a inibicdo alostérica pelo C16:0 (WRIGHT et al.
2002). Além desses autores citados, Hansen e Knudsen (1987) e Kadegowda et al. (2009)
sugeriram trés razdes para o efeito supressor da ACACAa com &cido estearico: 1) C18:0 inibe
a sintese de novo regulando negativamente a expressao génica de ACACA, 2) por uma possivel
competicdo da acil-CoA de cadeia longa com a acil-CoA de cadeia média, as quais possuem
fungdes distintas, realocando AG’s nas posi¢des sn-2 e sn-3 do esqueleto de triglicerideos, e 3)
a acil-CoA de cadeia longa causa um efeito supressor na atividade da ACACA. Apesar desse
efeito supressor da sintese de novo ndo ter sido encontrado neste estudo, pressupde-se que
algumas interferéncias possam ser relacionadas, como por exemplo, o material bioldgico
avaliado ser de espécie diferente e a isoforma da ACACA ser diferente dos resultados
reportados na literatura. VVale ressaltar que a isoforma P11 é expressa no tecido mamario, adiposo
e no figado, com expressdo elevada na glandula mamaria em lactacdo e a isoforma PIII é

limitada e predominante na glandula mamaria bovina e ovina (BARBER, 2003). Contudo, essas
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interferéncias citadas acima, levam a acreditar que se tivéssemos avaliado a ACACAPIII
possivelmente poderiamos ter encontrado respostas diferentes.

No entanto, hipotetizamos que a ACACAa ndo ¢ um passo limitador da taxa na sintese de
novo in vitro (WRIGHT et al. 2006). Em decorréncia da combinacdo dos &cidos palmitico e
estearico, pelo tratamento C16C18, promover o aumento da abundéancia do RNAm da FASN.
Até o presente momento, a autora desconhece algum trabalho que tenha avaliado o efeito
combinado dos &cidos palmitico e estedrico, na expressdo de genes envolvidos na sintese
lipidica em explantes de glandula mamaria de animais em lactacdo. Entretanto, baseando-se em
trabalhos que avaliaram isoladamente esses AG’s, & possivel relacionar o resultado da
abundancia do RNAm da FASN, com os reportados na literatura por Hansen e Knudsen, (1987),
Kissella, (1970) e Carraro et al. (2019). O estudo de Hansen e Knudsen, (1987), ao cultivar
células mamarias de vacas e cabras com C16:0, relataram que a adi¢cdo de C16:0 estimulou a
sintese e incorporagdo de AG’s sintetizados de novo em triglicerideos, por atuar como um
"iniciador" para a sintese de triacilglicerol por acilagdo na posicao sn-1; assim, permitindo que
os AG’s de cadeia média e cadeia curta fossem incorporados nas posigdes sn-2 e sn-3. Além
disso, Hansen e Knudsen, (1987) e Kissella, (1970), relataram que o C16:0 é o substrato
preferencial das células mamarias e possui um efeito estimulador na sintese de gordura do leite,
e principalmente na sintese de C4:0 e da sua incorporacdo em TG em células da glandula
mamaria. Carraro et al. (2019) observaram um aumento da expressao génica da FASN, testando
in vitro 0 C16:0 em explantes mamarios de ovelhas lactantes.

O mecanismo das possiveis causas para esse aumento na expressdo da FASN ainda ndo esta
completamente esclarecido. No entanto, pressupde-se que em virtude de uma maior
disponibilidade de AG no tratamento C16C18 proporcionou uma melhor utilizacdo pelo
explante de glandula mamaria, estando de acordo com os resultados encontrados por
Kadegowda et al. (2008) que sugeriram uma utilizacdo ideal de C16:0 e C18:0 para o
desempenho da lactagdo, que ocorreria quando ambos sdo disponibilizados em uma
combinagdo 1:1 e 2:1 de C16:0 e C18:0, respectivamente.

No presente estudo, o tratamento C16C18 também promoveu 0 aumento da abundancia do
RNAm da CD36. Essa desempenha uma fungdo importante no transporte dos AG’s pelas
células epiteliais mamarias (BIONAZ e LOOR, 2008b) tendo preferéncia por AGCL,
principalmente C18:0 (GLATZ et al. 2010). Além dessa, existem outras formas de
internalizacdo de AG na glandula mamaria, como o processo conhecido como “flip-flop”
(CONTRERAS et al. 2010 e GLATZ e LUIKEN, 2018) e por difusdo passiva de AG através
da membrana (SCHWENK et al. 2010). Yonezawa et al. (2004), Kadegowda et al. (2009) e Qi
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et al. (2014), indicaram que a abundancia do RNAm da CD36 aumentou quando células
mamarias bovinas foram cultivadas in vitro com AGCL (palmitico, esteérico, oleico e
linoleico). Dessa forma, hipotetizamos que o transportador CD36 é a principal forma de
captacdo de AGCL (palmitico e estearico) em explantes da glandula mamaria de ovelhas
lactantes.

Em relacdo a abundancia de RNAm das FABPs, ndo houve efeito dos tratamentos na
expressao da FABP3, estando de acordo com os resultados reportados na literatura por Qi et al.
(2014), o qual mostraram que a expressao de FABP3 foi inibida pela adicdo de C16:0 e C18:0
em meio de cultivo. Em contraste, o tratamento C16C18 aumentou a abundéancia de RNAm da
FABP4, estando de acordo com os resultados reportados por Yonezawa et al. (2004) e
Kadegowda et al. (2009), o qual mostraram aumento na abundancia de mRNA da FABP4
comparado ao controle quando cultivada in vitro com AGCL. Sendo assim, pressupde-se que 0
transporte intracelular de AGCL em explantes de glandula mamaria ovina ocorre
principalmente pela FABPA4.

Estudos anteriores indicaram que a FABP e CD36 séo duas proteinas de estreita relacédo
funcional nas células epiteliais mamarias bovina (SPITSBERG et al. 1995). Com a intencéo de
verificar essa associa¢do no presente estudo, na Figura 6 é possivel observar a relacéo positiva
entre os dois genes. Ainda, vale ressaltar que Spitsberg et al. (1995) observaram que essas duas
proteinas apresentam maxima expressdo conforme o periodo de lactacdo (30 + 4 dias) e podem
influenciar nas células epiteliais secretoras da membrana plasmatica. Além disso, o complexo
FABP/CD36 pode estar envolvido no transporte de gordura através da membrana e na remogao
ou adicdo de glébulo de gordura do leite. Contudo, hipotetizamos que essa relacdo FABP/CD36
também ocorre em explantes de glandula mamaria de ovelhas em lactacdo e podem estar

envolvidas no transporte de glébulos de gordura quando ocorre adi¢do do AGCL.
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Figura 6. Relacdo entre a abundancia de RNAm dos genes CD36 e FABP4 envolvidos na captagéo e
transporte de acidos graxos na glandula mamaria de ovelhas lactantes.
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Em relacdo a abundancia do RNAm da SCD, os tratamentos C16 e C16C18 aumentaram a
expressdo de SCD, indicando que h& necessidade de aumentar a dessaturacéo de alguns AG’s
quando ha maior disponibilidade de AG’s saturados na glandula mamaria. Esses resultados
estdo de acordo com os encontrados por Kadegowda et al. (2009) que relataram que C16:0
aumentou a expressdo génica da SCD1 em células MAC-T. O mesmo pode ser observado no
trabalho de Jacobs et al. (2013), que suplementaram AG em células MAC-T bovinas e
mensuraram a abundancia de RNA, dessa forma calcularam o indice de dessaturase da
composicdo de AG’s nas células como medida indireta da atividade da SCD. Os mesmos
autores demonstraram gue o tratamento com C16:0 aumentou o contetido de acido palmitico e
o indice de dessaturase de C16:0, indicando que o C16:0 fornecido foi captado e convertido em
C16:1 cis-9 pela SCD1 nas células MAC-T.

Neste estudo para sintese de triglicerideos, houve aumento da abundancia RNAm da GPAM
para o tratamento C16C18 em relacdo ao Controle, indicando que a capacidade de conversdo e
regulagéo do fluxo de AG’s pela GPAM ocorreu em explantes da glandula mamaéria ovina com
adicdo de AGCL. No entanto, ndo foi observado o mesmo efeito do aumento da abundéncia
RNAmM na AGPATS6, que é considerado o gene responsavel pelo segundo passo da conversao
na sintese de triglicerideos. Ja o tratamento C16 reduziu em 50% a abundancia de RNAm da
AGPATG6 em relagéo ao Controle, indo contra os resultados encontrados por Kadegowda et al.
(2009), que cultivaram células MAC-T com C16:0 e C18:0 e observaram que esses AG’s
aumentaram a expressdo génica da AGPAT6 em relacdo ao Controle. Bionaz e Loor, (2008b)
observaram a expressao de AGPATS6, e propuseram que esta foi a mais afetada pelo estagio de
lactacdo. Sugere-se que a reducdo da abundancia RNAmM da AGPATG6 pode estar relacionada

ao estagio de lactacdo (30 % 4 dias) que os animais estavam no dia da coleta dos explantes.
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O tratamento C16C18 também aumentou a abundancia de RNAm do PPAR-y, um fator de
transcrigdo que regula varios genes da glandula mamaéria de animais lactantes (ZHANG et al.
2018; PEREZ et al. 2019). Além disso, Kadegowda et al. (2009) e Bionaz et al. (2012) relatam
que a SCD é um gene alvo do PPAR-y, o que esta de acordo com os resultados encontrados
neste estudo. Diante do exposto, pressupde-se que o0 PPAR-y é um fator de transcrigdo essencial
para os genes envolvidos na sintese e transporte de acidos graxos quando tratados com AGCL.

A adigdo de ambos AG’s (palmitico e estearico) no tratamento C16C18 em explantes da
glandula mamaria de ovelhas lactantes promoveu aumento da abundancia de RNAm de seis
genes avaliados. Pressupfe-se que em virtude de um maior “pool” de AG’s no tratamento
C16C18 em relacéo aos outros tratamentos (Controle, C16 e C18), a internalizagdo dos AG na
glandula mamaria de ovelhas, possa ter ocorrido pelo transportador CD36 que é uma das
principais formas de captacdo de AGCL pelas células epiteliais mamarias.

Ainda, sugere-se que em virtude de uma maior disponibilidade de AG no tratamento
C16C18 proporcionou a utilizacdo ideal pela glandula maméria de ovelhas lactantes. Dessa
forma, Qi et al. (2014) observaram que a viabilidade das BMECs e o0 acimulo de TG eram
estimulados dependente da concentragdo, com adicdo de AGCL saturados no meio de cultura.
Corroborando com essa ideia, Rico et al. (2020) sugerem que 0 mecanismo do aumento da
secrecao de gordura do leite com 16:0 em relagdo a outros suplementos contendo acidos graxos
saturados ndo parece estar relacionado a modulacdo da expressdo de genes relacionados a
lipogénese na glandula mamaria, mas ao aumento do fornecimento de substrato.

Estudos com a utilizacdo combinada de C16:0 e C18:0 in vivo e/ou in vitro sdo escassos,
principalmente em tecido mamario. Assim, os trabalhos apresentados até o presente momento
quando utilizam os AG’s isolados apresentam uma grande variabilidade nos resultados. Diante
do exposto, sugere-se que o efeito dos acidos palmitico e estearico podem ser diferentes quando
trabalhados com outras concentracdes nos cultivos de explantes de glandula mamaria e tecido

adiposo.
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8 CONCLUSAO

Adicdo combinada e a concentragéo de &cido palmitico e estedrico em explantes de glandula
mamaria de ovelhas lactantes, cultivados in vitro, foram capazes de aumentar a expressdo dos
genes envolvidos na sintese lipidica. Porém, quando adicionados isoladamente néo

apresentaram o mesmo efeito.
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