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RESUMO

AGUIAR, G. C. Uso do acido estearico (C18:0) na mitigacao da depressdo de gordura do
leite induzida por &cido linoleico conjugado CLA trans-10, cis-12 em ovelhas leiteiras.
p.72. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal — Area: Producdo Animal).
Universidade do Estado de Santa Catarina. Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncia
Animal. Lages, 2019.

O objetivo deste estudo foi verificar se a suplementagdo com &acido estedrico C18:0 €
capaz de aumentar o teor de gordura do leite e/ou superar os efeitos antilipogénicos do
CLA trans-10, cis-12 em ovelhas lactantes. Vinte e oito ovelhas Lacaune (36 + 3 DEL;
73 £ 8,1 kg PV) foram utilizadas em um delineamento inteiramente casualizado
(n=7/tratamento) por 21 dias (7 dias de adaptacdo e 14 dias de coleta de dados), para
avaliar da producdo, composicdo e perfil de acidos graxos do leite, além de avaliar a
expressdo de genes envolvidos na sintese lipidica da glandula mamaéria de ovelhas
lactantes. Os animais foram submetidos a quatro tratamentos: a) CLA (6,4 g de CLA
trans-10, cis-12, fornecido via oral); b) C18:0 (28 g de C18:0 fornecido individualmente
misturado ao concentrado); ¢) CLAC18:0 (6,4 g de CLA trans-10, cis-12 mais 28 g de
C18:0); d) Controle (sem adicéo de suplemento lipidico). A suplementacdo com C18:0
ndo alterou o teor e a producao de gordura e reduziu o teor de lactose do leite e 0 consumo
de matéria seca de silagem. Em associagdo com o CLA (CLA18:0) néo foi capaz de inibir
os efeitos antilipogénicos do CLA trans-10, cis-12. Houve um aumento de C18:0 e acidos
graxos poliinsaturados nos tratamentos com CLA e uma reducdo nos acidos graxos <16C.
O Peso vivo, escore de condi¢do corporal, producao de leite e demais componentes do
leite ndo sofreram efeitos dos tratamentos. O C18:0 apresentou abundancia de RNAm
igual (FASN, LPL, FABP4, AGPAT6, SREBP1) ou superior (CD36 e PPAR-y) ao
Controle, e uma reducdo da expressio de ACACAa PII e SCD. Quando C18:0 foi
fornecido associado ao CLA (CLAC18:0) os genes apresentaram abundancia de RNAm
igual ao CLA (FASN, LPL, CD36, FABP4, SCD, AGPAT6, SREBP1, PPAR-y).
Concluindo, o C18:0 ndo aumentou o teor de gordura do leite e combinado ao CLA trans-
10, cis-12 ndo foi capaz mitigar a depressao de gordura do leite.

Palavras-chave: Composicdo do leite, expressdao génica, glandula mamaria,
nutrigendmica, suplementacdo lipidica.






ABSTRACT

AGUIAR, G.C. Use of stearic acid (C18:0) in the milk fat depression mitigation induced
by Conjugated linoleic acid CLA trans-10, cis-12 in dairy sheep. p.72. Dissertation
(Master in Animal Science — Area: Animal Production). Santa Catarina State University.
Program in Animal Science. Lages, 2019

The aim of this study was to verify whether supplementation with C18:0 stearic acid is
able to increase milk fat content and / or to overcome the antilipogenic effects of CLA
trans-10, cis-12 in lactating ewes. Twenty eight Lacaune ewes (36 + 3 DEL; 73 + 8.1 kg
LW) were used in a completely randomized design (n = 7 / treatment) for 21 days (7 days
of adaptation and 14 days of data collection), to evaluate the production, composition and
profile of milk fatty acids, and to evaluate the expression of genes involved in lipid
synthesis of the mammary gland of lactating ewes. Os animais foram submetidos a quatro
tratamentos: a) CLA (6,4 g de CLA trans-10, cis-12, fornecido via oral); b) C18:0 (28 ¢
de C18:0 fornecido individualmente misturado ao concentrado); c) CLAC18:0 (6,4 g de
CLA trans-10, cis-12 mais 28 g de C18:0); d) Controle (sem adicdo de suplemento
lipidico). C18:0 supplementation did not alter fat content and yield and reduced milk
lactose content and silage dry matter intake. In combination with CLA (CLA18:0) it was
unable to inhibit the antilipogenic effects of CLA trans-10, cis-12. There was an increase
of C18:0 and polyunsaturated fatty acids in CLA treatments and a reduction in fatty acids
<16C. Live weight, body condition score, milk yield and other milk components were not
affected by the treatments. C18:0 showed mRNA abundance equal (FASN, LPL, FABP4,
AGPAT6, SREBP1) or higher (CD36 and PPAR-y) to the Control, and a reduction in
ACACA PII and SCD expression. When C18:0 was supplied in association with CLA
(CLAC18:0) the genes showed CLA-like mRNA abundance (FASN, LPL, CD36,
FABP4, SCD, AGPAT6, SREBP1, PPAR-y). In conclusion, C18:0 did not increase milk
fat content and combined with CLA trans-10, cis-12 was not able to mitigate milk fat

depression.

Key words: Milk composition, gene expression, mammary gland, nutrigenomics, lipid
supplementation.
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1 INTRODUCAO

Com avancos no melhoramento genético e a intensificacdo da producéo leiteira,
houve um aumento nas exigéncias nutricionais dos animais lactantes. Com isso, lipideos
tém sido utilizados na dieta para aumentar a ingestao de energia, j& que esses animais ndo
ingerem alimento suficiente para suprir as suas exigéncias nutricionais, principalmente
no inicio da lactacdo (REDDY et al. 1994). Estudos avaliando desempenho animal através
de alguma fonte de gordura na dieta apresentam resultados variados, os quais tém sido
focados na manipulacdo da biohidrogenacdo ruminal, aumento da eficiéncia produtiva e
qualidade dos produtos lacteos (JENKINS, 1993). Para isso, estudos tém sido
desenvolvidos na area da biologia da lactacdo, para elucidar mecanismos envolvidos na
sintese dos principais componentes do leite.

Dos componentes do leite, a gordura é a fragdo mais abundante e é aquela alterada
facilmente por fatores externos ao animal, como a dieta (CANNAS et al. 2002; BIONAZ
e LOOR, 2011). Contudo, o teor e a producdo de gordura do leite sdo essenciais para
producdo de derivados lacteos e manutencdo das caracteristicas organolépticas dos
produtos, beneficiando a industria e o produtor rural, que recebe bonificacao pelos sélidos
totais do leite (SHINGFIELD e GRIINARI, 2007; BIONAZ e LOOR, 2008).

O fornecimento de dietas ricas em carboidratos altamente fermentaveis, forragem
com menor tamanho de particulas e/ou uso de acidos graxos poliinsaturados, leva a
formacdo do 4cido linoleico conjugado (CLA) trans-10, cis-12, através da
biohidrogenacdo incompleta no rimen. O isdbmero trans-10, cis-12 tem como bioefeito a
diminuicdo na expressdo dos fatores de transcricdo e dos genes que codificam enzimas
lipogénicas na glandula mamaria, inibindo a formac&o de acidos graxos provenientes de
todas as vias de sintese, reduzindo o teor de gordura levando a chamada sindrome da
depressao de gordura do leite (DGL) (BAUMAN et al. 2008), a qual tem sido identificada
em vacas (BAUMGARD et al. 2000), ovelhas (OLIVEIRA et al. 2012; HUSSEIN et al.
2013) e cabras leiteiras (BALDIN et al. 2013; BALDIN et al. 2014; FERNANDES et al.
2014).

O CLA trans-10, cis-12 sendo um potente inibidor da sintese de gordura do leite, a
inducdo de DGL por este acido graxo pode ser utilizada como uma ferramenta para

investigar os efeitos de outros &cidos graxos de maneira individual neste cenario de DGL.
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Estudos utilizando suplementos lipidicos ricos em C18:0 mostraram que 0 mesmo
possui capacidade de aumentar o teor de gordura do leite e a producéo de leite (STEELE
e MOORE, 1968; STEELE, 1969; PIANTONI et al. 2015). Entretanto, em estudo
investigando a reducdo de gordura induzida por 6leo de peixe (TORAL et al. 2016), o
C18:0 néo foi capaz de mitigar os efeitos de DGL induzida por esse tipo de suplemento
lipidico. No entanto, informacdes referentes ao efeito do &cido estearico (C18:0) na DGL

induzida pelo CLA trans-10, cis-12 séo escassas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 USO DE SUPLEMENTOS LIPIDICOS EM RUMINANTES

Com o melhoramento genético de animais leiteiros e maior intensificacdo da
producdo, as exigéncias nutricionais desses animais tém sido aumentadas (ALLEN,
2000). Se sabe que em periodos fisioldgicos especificos, como inicio da lactagdo, essa
exigéncia nutricional é ainda maior pois 0s animais passam por um balanco energético
negativo (BEN), e entdo é fornecido uma grande quantidade de concentrado para
aumentar o aporte energético da dieta (JENKINS e MCGUIRE, 2006). Koch et al. (2019)
alimentaram vacas lactantes com uma dieta com alto teor de concentrado, baixo teor de
fibra ou uso de acidos graxos poliinsaturados, durante dez dias, e mostraram reducdo na
producdo e teor de gordura do leite, sendo um efeito indesejavel tanto para o produtor
como para a industria.

Contudo, os estudos com suplementos lipidicos vém ganhando destaque para
aumentar o teor de energia das dietas e mitigar os possiveis efeitos adversos causados
pelo fornecimento de carboidratos altamente fermentaveis, podendo melhorar a qualidade
dos produtos lacteos. Porém, seu uso pode apresentar efeitos varidveis, como reducédo da
digestibilidade de alguns ingredientes da dieta e a interagdo subsequente entre &cidos
graxos devido as alterac6es ruminais (DOREAU e CHILLIARD, 1997), necessitando que

esses acidos graxos sejam estudados individualmente para uma melhor compreenséo.

2.2 METABOLISMO DE LIPIDEOS EM RUMINANTES

2.2.1 Metabolismo ruminal de lipideos

No ramen, os lipideos fornecidos via dieta sofrem dois eventos principais a partir
da acdo dos microrganismos ruminais: 1) lipdlise/hidrolise microbiana e 1)
biohidrogenacdo (Figura 1). No processo de lipdlise, os microrganismos hidrolisam os
triglicerideos e galactolipideos, fazendo a quebra das ligacbes ésteres, liberando
moléculas de glicerol, acidos graxos livres e galactose no caso dos galactolipideos
(KOZLOSKI, 2011).

A biohidrogenacdo consiste na acdo de isomerases e redutases sobre os acidos

graxos insaturados, alterando a sua isomeria ou transformando-os em acidos graxos
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saturados através da acao das bactérias que ligam moléculas de hidrogénio onde ha duplas
ligacbes na cadeia de &cidos graxos (MAIA et al. 2006; JENKINS et al. 2008;
LOURENCGCO et al. 2010).

Desse modo, os principais acidos graxos presentes na dieta de ruminantes sdo 0s
acidos linolénico (C18:3 cis-9, cis-12, cis-15) e linoleico (C18:2 cis-9, cis-12), 0s quais
sdo reduzidos a é&cido estedrico C18:0 (JENSEN, 2002). Entretanto, a rota de
biohidrogenagdo pode passar por caminhos alternativos, onde ocorrem alteragdes que
levam a formagao de 4acidos graxos intermediarios do tipo “trans”, como o acido linoleico

conjugado CLA trans-10, cis-12 (SHINGFIELD e WALLACE, 2014; MA et al. 2014).

Figura 1: Rotas das principais vias de biohidrogenagéo ruminal.

DIETA
Lipideos
1 Lipélise
Triglicerideos
Fota intermediana de bichidrogenacio _
T | Acidos graxos/glicerol |
_______ | Bichidrogenagio
p— ¢
| cC182cis9cis12 | | Cl83csdasilesls | |  c1s2csd,as12 |
‘ ! !
+
| CLA trans-10,cis-12 | | C18:3cis-9, trams-1, cis-15 | [ ClLAcis9trans-11 |

‘ !

| C18:3 trans-11, cis-15 |

| N

| c18:1 wans-10 | | C18:1 rans-11 | | C18:1 cis-
i N

Fonte: Bauman et al. 1999. Adaptado pelo préprio autor.

Linhas continuas demonstram biohidrogenacdo ruminal em ambiente normal, dos &cidos linolénico e
linoleico (C18:3 cis-9, cis-12, cis-15 e C18:2 cis-9, cis-12). Linhas pontilhadas demonstram a rota
alternativa de biohidrogenagdo, gerando acidos graxos intermediarios.

2.2.2 Digestao, absorcéo e utilizacdo de acidos graxos

No duodeno, chegam aproximadamente 80 a 90% de acidos graxos livres (LOOK
et al. 2006), sendo aderidos as particulas de alimentos que seguem para proxima por¢ao
do intestino delgado. No jejuno, por acédo da bile e enzimas pancreaticas, 0s acidos graxos
desprendem-se das particulas de alimentos formando as micelas (MOORE & CHRISTIE,
1984).
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Durante o processo de absorcdo dos lipideos nos enterdcitos, os acidos graxos
maiores que 10 carbonos sdo re-esterificados com o glicerol, formando triglicerideos, que
associados a fosfolipideos, colesterol livre e apoproteinas formam os quilomicrons e
lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL) para serem liberados no sistema linfatico
e na corrente sanguinea (KOZLOSKY, 2011).

2.3 SINTESE DE GORDURA E ATIVIDADE GENICA NA GLANDULA MAMARIA

O leite é constituido por agua, gordura, proteina, lactose, minerais e vitaminas.
Desses, a gordura é um dos componentes mais abundantes, composta por
aproximadamente 98% de triglicerideos, menos de 1% de fosfolipideos, colesterol e
acidos graxos livres (BENCINI e PULINA, 1997; BERNARD et al. 2008).

Os acidos graxos para a sintese lipidica na glandula mamaria de ruminantes
provém de duas fontes: I) acidos graxos da sintese de novo, a qual da origem aos acidos
graxos <16C e parte dos C16 e; Il) &cidos graxos pré-formados, captados da corrente
sanguinea, sendo parte dos C16 e maiores que C16, que sdo absorvidos da dieta no
intestino delgado e em caso de BEN mobilizados das reservas corporais até serem
captados na glandula maméria (BAUMAN e GRIINARI, 2003; MCDONALD et al.,
2010).

2.3.1 Sintese de novo

Para iniciar a lipogénese da sintese de novo na glandula mamaria de ruminantes é
necessario um iniciador, que frequentemente é o acetil-CoA (BAUMAN e DAVIS, 1974),
derivado do acetato produzido durante a fermentacdo ruminal de carboidratos. Durante a
lactacdo a enzima acetil-CoA carboxilase alfa (ACACAGw) € responsavel pela formacao
de malonil-CoA, que sofre a acdo da enzima &acido graxo sintase (FASN) que realiza o
alongamento dos acidos graxos até 16 carbonos na glandula mamaria (Figura 2), SMITH
(1994). Contudo, a enzima acil-tioesterase | atua nesse processo juntamente com a FASN,
podendo interromper o alongamento da cadeia de &cidos graxos antes de atingir 16C,
realizando cortes na cadeia, formando os acidos graxos de cadeias curta e média, o que

tem sido relacionado com a manutencgéo da fluidez do leite (SMITH, 1980).
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2.3.2 Absorcéao de acidos graxos pré-formados

Para que ocorra a absorcdo de &cidos graxos pré-formados (Figura 2), ha a acao
da lipoproteina lipase (LPL) que capta e hidrolisa os triglicerideos dos quilomicrons e
VLDL, liberando os &cidos graxos para serem captados pela glandula maméria através do
translocador de &cido graxo (Molécula CD36) (DOEGE e STAHL, 2006; ALMEIDA et
al. 2007; BADAOQUI et al. 2007). Os acidos graxos de cadeia longa possuem transporte
intracelular lento, exigindo transportadores especificos, como a proteina de ligacdo de
acidos graxos (FABP) (BAUMGARD et al. 2002; NAFIKOV et al. 2013).

Ainda, uma porcdo dos &cidos graxos que chegam na glandula mamaéria na forma
saturada passam por uma dessaturacdo, onde a enzima estearoil-CoA dessaturase (SDC)
introduz uma dupla ligagéo cis entre os carbonos 9 e 10 dos &cidos graxos, convertendo
principalmente C16:0, C18:0 e C18:1 trans-11, em C16:1 cis-9, C18:1 cis-9 e CLA cis-
9, trans-11, respectivamente (GRIINARI et al. 2000; BIONAZ e LOOR, 2008).

Como na gordura do leite a principal forma em que os &cidos graxos se encontram
é como triglicerideos, primeiro passo para a sua sintese € a conversao de glicerol em acido
lisofosfatidico na posigdo sn-1, realizada pela enzima glicerol-3-fosfato aciltransferase
(GPAT). Em seguida, h4 a conversdo do &cido lisofosfatidico em &cido fosfatidico
adicionando um grupo acil a posicdo sn-2 pela enzima acilglicerol-3-fosfato
aciltransferase (AGPAT). E por ultimo, a enzima diglicerideo aciltransferase (DGAT)
esterifica os acidos graxos na posicdo sn-3, finalizando a sintese de triglicerideos
(SMITH, 2000; BERNARD et al. 2008; ZHU et al. 2015).
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Figura 2: Sintese lipidica da glandula mamaria.
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Fonte: Rico, 2013.

Os genes envolvidos na sintese de gordura do leite compartilham um mecanismo
regulatério em comum (BAUMGARD et al. 2002). Os elementos reguladores de esterol
(SREBP1) e os receptores ativados por proliferadores de peroxissomo (PPAR-y) sdo 0s
principais fatores de transcri¢do regulando os genes da via da sintese de novo e aqueles
envolvidos na captacdo de &cidos graxos da corrente sanguinea (HARVATINE e
BAUMAN, 2006).

O SREBP1 é um fator de transcricdo que regula a expressdo de varias enzimas
essenciais para sintese de colesterol, cidos graxos e triglicerideos (EBERLE et al. 2004),
ainda existe a isoforma 1 (SREBP1), que controla basicamente as enzimas envolvidas na
sintese de gordura na glandula mamaria (HARVATINE e BAUMAN, 2006). O SREBP1
transloca-se para o nucleo, ligando-se a elementos reguladores de esterol nas regifes
promotoras de genes alvo, estimulando a transcricdo dos genes alvos (HUSSEIN et al.
2013).

O PPAR-y é um fator de transcri¢do que regula a expressao dos genes através da
ligacdo aos elementos de resposta do proliferador de peroxissomo (PPER) dos genes
alvos. O complexo formado se liga ao gene alvo e inicia a transcrigdo do mesmo
(BERGER e MOLLER, 2002).



30

2.4 ACIDO LINOLEICO CONJUGADO — CLA trans-10, cis-12

O écido linoleico conjugado (CLA) é uma mistura de isémeros posicionais e
geométricos do &cido linoleico, o qual possui duplas ligacGes conjugadas separadas por
uma Unica ligacao simples entre carbonos (SHINGFIELD e WALLACE, 2014). Dentre
esses, existem dois isdmeros mais estudados em funcéo dos seus efeitos bioldgicos, sendo
eles o CLA cis-9, trans-11 e CLA trans-10, cis-12. O isdmero cis-9, trans-11 possui
caracteristicas que inibe o crescimento de tumores (PARIZA et al., 2001) e o0 isdbmero
trans-10, cis-12 possui a capacidade de inibir a sintese de gordura em tecidos lipogénicos,
como a glandula mamaria e tecido adiposo (BAUMGARD et al. 2000).

O CLA trans-10, cis-12 ¢é formado pela biohidrogenacéo incompleta no rimen
(Figura 1), associado ou ndo a presenca de &cidos graxos poliinsaturados na dieta
(BAUMAN E GRIINARI, 2003). Desse modo, a biohidrogenacdo incompleta inicia a
partir do acido linoleico (C18:2 cis-9, cis-12), onde ha a acdo de enzimas isomerases e
redutases, formando CLA trans-10, cis-12. Apds esse processo, ocorre a reducdo do CLA
trans-10, cis-12 em C18:1 trans-10, e subsequentemente C18:1 trans-10 em C18:0
(Figura 1) (BAUMAN et al. 1999).

Ambos isdbmeros de CLA sdo encontrados naturalmente em produtos lacteos,
sendo que o trans-10, cis-12 representa de 3 a 5% da gordura do leite em condicdes
normais (BAUMAN et al. 1999; PALMQUIST et al. 2005).

2.4.1 Depressao de gordura do leite pelo CLA trans-10, cis-12

A sindrome da depressdo de gordura do leite (DGL) € atribuida ao aumento do
CLA trans-10, cis-12 e ao C18:1 trans-10, formados através da biohidrogenacédo
incompleta no rimen (ALVES e BESSA, 2014), sendo o CLA trans-10, cis-12 o principal
inibidor da sintese de gordura do leite em ruminantes.

Desse modo, foi visto em trabalhos prévios que ovelhas (OLIVEIRA et al. 2012
e HUSSEIN et al. 2013) e cabras lactates (BALDIN et al. 2013; BALDIN et al. 2014;
FERNANDES et al. 2014) suplementadas com CLA trans-10, cis-12 também
apresentaram reducdo no teor e producdo de gordura, na concentracdo de acidos graxos
oriundos da sintese de novo e aumento nos acidos graxos provenientes da corrente

sanguinea.
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Harvatine e Bauman (2006) e Harvatine et al. (2008) avaliaram que a reducao no
teor de gordura do leite pelo CLA trans-10, cis-12 era ocasionada pela inibi¢do de fatores
de transcricdo, principais reguladores da sintese de lipideos. Dessa forma, quando os
fatores de transcri¢do sdo reduzidos, faz com que a expressdo dos genes envolvidos na
sintese de lipideos seja também reduzida. Baumgard et al. (2002) identificaram que o
CLA trans-10, cis-12 reduziu a expressao dos genes ACACA, FASN, SCD, LPL, GPAT
e AGPAT®6 na glandula maméria de vacas lactantes.

Assim, identificou-se 0 CLA trans-10, cis-12 como um potente inibidor dos genes
envolvidos na lipogénese da glandula mamaria, possuindo capacidade de induzir a
depressdo de gordura do leite em ruminantes (BAUMGARD et al. 2002).

2.5 ACIDO ESTEARICO

O 4cido esteérico (C18:0) é um acido graxo saturado de cadeia longa, o qual é
formado majoritariamente pela biohidrogenagéo de acidos graxos no rimen (Figura 1). O
C18:0 é encontrado no leite de animais ruminantes, representando 5 a 15% da gordura do
leite (SAMPATH e NTAMBI, 2005). Ainda, pode ser encontrado em gorduras
hidrogenadas, as quais vém sido utilizadas na suplementacéo de animais lactantes.

A utilizacdo de C18:0 na suplementacdo de ruminantes tem mostrado grande
variabilidade, sendo observado efeitos positivos no aumento do teor de gordura e/ou
producdo de leite (STEELE E MOORE, 1968; STEELE, 1969; PIANTONI et al. 2015).
Em contrapartida, Boerman et al. (2017) incluiram diferentes niveis de C18:0 na dieta de
vacas lactantes, ndo foi observando efeitos sobre os componentes do leite. Esta
variabilidade dos resultados da suplementacdo de C18:0 pode estar associada ao nivel e
a forma que esse suplemento foi utilizado, além da interacdo do suplemento com demais
componentes da dieta e o estado fisiol6gico dos animais.

Enjalbert et al. (2000) infundiram uma mistura de &cidos graxos contendo C16:0,
C18:0 e C18:1 cis-9 no duodeno de vacas lactantes e observaram aumento no teor de
gordura do leite e aumentos dos &cidos graxos C16:0 e C18:0 e sugeriram que a
disponibilidade de &cidos graxos pre-formados no intestino delgado facilita a utilizagédo
pela glandula mamaria. Assim, sendo o acido estearico o principal acido graxo formado
pela biohidrogenacdo ruminal e o principal substrato para a manutencdo da fluidez do
leite, busca-se compreender melhor seu metabolismo através de novos estudos.

2.5.1 Uso do acido estearico na mitigacdo de DGL
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A DGL pode ser causada pela quantidade de carboidratos altamente fermentaveis
fornecida aos animais, e/ou uso de acidos graxos poliinsaturados de origem vegetal e/ou
de pescado na dieta, sendo que estes ultimos apresentam maior capacidade de deprimir a
gordura do leite (BAUMAN e GRIINARI, 2003; FUENTES et al. 2011; RICO et al.
2014b). Acredita-se que a DGL causada pelo 6leo de peixe na dieta de ruminantes inibe
0 ultimo processo de redugdo de acido vacénico (C18:1 trans-11) em &cido esteérico
(C18:0), reduzindo a concentracdo de C18:0 e aumentando C18:1 trans-11 em animais
suplementados com lipideos a base de 6leo de peixe (ABUGHAZALEH et al. 2006).

Em dois estudos suplementando ovelhas lactantes com doses semelhantes de dleo
de peixe foi possivel observar tanto a reducdo no teor e producdo de gordura, quanto nos
acidos graxos oriundos da sintese de novo e da corrente sanguinea. Ainda, houve reducéo
da abundancia de RNAm dos principais genes lipogénicos e fatores de transcricdo
(CARRENO et al. 2016; FRUTOS et al. 2017), concluindo que o 6leo de peixe altera a
biohidrogenacdo ruminal, assim como altera os genes que codificam as enzimas
lipogénicas.

Desse modo, surgiram alguns estudos utilizando a suplementacdo de C18:0 na
tentativa de mitigar a depressdo de gordura do leite induzida por 6leo de peixe. Toral et
al. (2016) submeteram ovelhas lactantes a trés tratamentos: Controle, 6leo de peixe (20
g) e oOleo de peixe combinado com C18:0. Como esperado pelos autores, o tratamento
com 6leo de peixe aumentou a concentracdo de acidos graxos potencialmente inibidores
de lipogénese, em consequéncia, reduziu o teor e a producgéo de gordura do leite em ambos
tratamentos contendo 6leo de peixe. A adi¢do de C18:0 na dieta de ovelhas lactantes ndo
superou o efeito de DGL induzida por éleo de peixe.

Em funcdo de alguns estudos mostrarem aumentos do teor de gordura do leite em
vacas utilizando a suplementacdo com 4cido estearico (C18:0) e a escassez de
informacdes referentes ao efeito do acido estearico (C18:0) na DGL induzida pelo CLA
trans-10, cis-12, o objetivo central desse estudo foi verificar se o 4cido estearico é capaz

de superar a DGL induzida pelo fornecimento de CLA trans-10, cis-12.
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3 HIPOTESES

e A suplementacdo com &cido estearico (C18:0) na dieta de ovelhas leiteiras ira
aumentar o teor de gordura do leite.

e O &cido esteérico (C18:0) ird mitigar os efeitos antilipogénicos do &cido linoleico
conjugado (CLA) trans-10, cis-12.
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4 OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi verificar se a suplementacdo de C18:0 pode aumentar
o teor de gordura do leite, e ainda, ser capaz de inibir os efeitos antilipogénicos causados

pelo &cido linoleico conjugado (CLA) trans-10, cis-12 em ovelhas lactantes.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 ANIMAIS, LOCAL E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal — CETEA, da Universidade do Estado de Santa Catarina (n° de
protocolo 5642240818). O experimento foi realizado na Fazenda Estrela da Serra,
localizada no municipio de Bom Retiro - Santa Catarina (latitude 27°47°50”’sul; longitude
49°29°21°’ oeste).

Foram utilizadas vinte e oito ovelhas multiparas da raca Lacaune, com 36 + 2 dias
em lactacdo, apresentando uma producdo média de 1,8 + 0,4 kg de leite/dia, peso vivo
(PV) 70,5 + 9,6 kg e escore de condicdo corporal (ECC) 3,0 = 0,5. As ovelhas foram
separadas em quatro grupos homogéneos de acordo com a producdo, dias em lactacéo e
peso vivo, onde cada grupo se manteve confinado em quatro baias coletivas (8 m?),
separadas por tratamentos. As baias possuiam comedouros individuais, onde recebiam as
dietas experimentais e dgua ad libitum, durante 21 dias (7 dias de adaptacdo e 14 dias de

coleta de dados).

5.2 DIETA E TRATAMENTOS

A dieta basal fornecida aos animais foi formulada de acordo com o NRC (2007),
sendo composta por concentrado e silagem de milho (Tabela 1). O concentrado continha
milho moido (58%), farelo de soja (38%) e nucleo mineral (4%) para ovinos. Era
fornecido 1,8 kg de concentrado/ovelha/dia e 32 kg de silagem/baia/dia, em base natural,

divido em duas refeicbes (ap6s a ordenha da manha e da tarde).



38

Tabela 1: Composicado bromatoldgica da dieta experimental.

Composicéo Concentrado Silagem de milho
MS (%) 87,4 27,6
PB (% MS) 23,6 7,18
EE (% MS) 3,52 3,27
MM (%) 6,14 3,79
FDN (%MS) 33,7 57,8
FDA (%MS) 4,72 26,2
FDA/FDN 0,14 0,45
CNF (%MS) 32,92 27,88

MS: matéria seca; PB: proteina bruta; EE: extrato etéreo; MM: matéria mineral; FDN: fibra em detergente
neutro; FDA: fibra em detergente &cido; CNF: carboidratos ndo-fibrosos. Composicdo do ndcleo mineral
utilizado no concentrado: Ca (min) 241 (méax) 304 g/kg; P 61 g/kg; S 35g/kg; Mg 20 g/kg; Co 20 mg/kg;
Cu 350 mg/kg; Cr 350 mg/kg; Fe 3.0000 mg/kg; 1 80 mg/kg; Mn 2.000 mg/kg; Mo 500 mg/kg; Se 23
mg/kg; Zn 6.000 mg/kg; F (méx) 610 mg/kg; Monensina sodica 2.000 mg/kg (Tortuga, DSM Latam,
Ovinofés nucleo produgéo com monensina: nucleo para ovinos 25 kg).

Os animais foram submetidos a quatro tratamentos: a) CLA trans-10, cis-12 (6,4 ¢
de CLA trans-10, cis-12); b) C18:0 (28 g de C18:0); c) CLA trans-10, cis-12 e C18:0
(6,4 g de CLA e 28 g de C18:0); e d) Controle: dieta sem suplementagdo lipidica. A
composicdo lipidica dos suplementos utilizados nos tratamentos esta detalhada na Tabela
2.

Para os tratamentos C18:0 e CLA trans-10, cis-12 + C18:0, foi misturado
diariamente 28g de acido estearico em 200g de concentrado, afim de garantir o consumo
total do suplemento lipidico pelos animais. Ap6s o consumo desses 200g, era fornecido
o restante do concentrado (700 g), totalizando 900 g de concentrado por refei¢do. Ja para
o tratamento CLA trans-10, cis-12, foi fornecido diretamente 900 g de concentrado por
refeicdo, e tanto no tratamento CLA e CLA + C18:0 foi administrado 6,4g de CLA trans-
10, cis-12 via oral, uma vez ao dia. Igualmente ocorreu para o tratamento Controle, 900
g de concentrado/refeicdo e 25 mL de 4gua, assegurando o mesmo manejo de dosificacao.

Apos a ingestdo do concentrado, foi fornecido silagem de milho ad libitum.
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Tabela 2: Perfil de acidos graxos dos suplementos lipidicos utilizados na dieta.

Suplementos (%)

Acido graxo

C18:0? CLA?
>C4acCl1:0 0,12 Nd
C14.0 0,08 Nd
C15:.0 0,03 Nd
C16:0 9,68 4,10
C17:0 0,15 Nd
C18:0 86,98 3,60
C18:1 cis-9 0,10 27,40
C18:2 cis-6 0,10 Nd
C18:2 cis-9, cis-12 Nd 1,20
CLA cis-9, trans-11 Nd 29,80
CLA trans-10, cis12 Nd 29,90
C20:0 0,61 Nd
C21:0 0,02 Nd
C22:0 0,41 Nd
C23.0 0,04 Nd
C24:0 0,14 Nd
AGQG’s Saturados 98,27
AGQG’s Insaturados 0,20 3.00
AG’s Monoinsaturados 0 ’
AG’s Poliinsaturados 0,10

Nd: ndo detectado. Suplemento contendo 87% de C18:0, Prius F100 Nat Dry, Auster Nutricdo Animal
Ltda. 2 Suplemento contendo 29,9% de CLA trans-10, cis-12, Conjugated Linoleic Acid (CLA), BASF
Animal Nutrition. Adaptado pelo préprio autor.

5.3 MEDICOES E AMOSTRAGEM

5.3.1 Alimentos

O concentrado e o suplemento lipidico (C18:0) fornecido aos animais eram pesados
individualmente, e a silagem de milho por baia, diariamente, nos periodos da manha e
tarde. As sobras de alimento eram pesadas apés cada refei¢do para determinar o consumo
de matéria seca.

Foi feito uma amostra composta daquelas coletadas do concentrado, a cada mistura
dos ingredientes (total de 6) em todo o periodo experimental. Ja a silagem de milho foi

retirada diretamente em varios pontos do silo, desconsiderando-se as bordas e a base, uma
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unica vez e feito uma amostra composta. As amostras foram armazenadas a -20°C para

posterior analise bromatologica.

5.3.2 Leite

As coletas de leite foram realizadas no dia zero (um dia antes do inicio da
adaptacdo) e a cada dois dias ap0s o inicio do periodo de coleta (Figura 3), nas duas
ordenhas (6 e 14 h), utilizando uma ordenhadeira mecéanica e tubos especificos de coleta
de leite. Assim, o leite era pesado individualmente, diariamente a cada ordenha.

Apo6s a pesagem, o leite da manhd e da tarde era homogeneizado e coletado
aproximadamente 40 mL em frascos com bronopol (Bronopol, D & F Systems Inc., USA)
e armazenados a -4°C, para posterior analise da composi¢do. No ultimo dia foram
coletadas amostras para analise do perfil de acidos graxos, em frasco sem bronopol e

armazenadas a -20°C.

Figura 3: Linha do tempo apresentando o dia de coleta das amostras.

I I I I I I I I
Dia 0 & 10 12 14 16 18

| |

Adaptagio Periodo experimental

Dias que ocorreram a coleta de leite para composi¢ao quimica. O caractere () indica o dia que houve coleta
de leite para analise de perfil de acidos graxos.
Fonte: FERNANDES, 2012. Adaptado pelo prdprio autor.

5.3.3 Pesagem e Escore de Condig&o Corporal

Foram realizadas a pesagem e avaliacdo de ECC dos animais, nos dias 0 e 20 do
periodo experimental, individualmente, em balan¢a mecénica. O ECC foi realizado por
apenas um avaliador, usando a escala de 1 a 5, onde 1 séo animais muito magros e 5 muito

gordos.
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5.3.4 Bidpsias

As bidpsias foram realizadas em 24 animais (6 ovelhas/tratamento), no ultimo dia
do periodo experimental. Foi realizando assepsia do Ubere com solucgéo de alcool iodado
(10%). Os animais passaram por anestesia local prévia, com 8 mL de Cloridrato de
Lidocaina, divididos em dois pontos do Ubere: insercdo da linha média do Ubere e acima
da cisterna da glandula direita.

Apo6s 15 minutos, iniciou o procedimento de bidpsia, utilizando uma agulha co-
axial (Hospifer; Porto Alegre, RS, Brasil) e ferramenta especifica para biopsia Geotek
Medikal (EstaCore disposable biopsy cannula/GEC 1412, TIC. SAN. LTD. STI,
Yenimahalle-Ankara, Turkiye). Em seguida, os animais receberam aplica¢éo de 2 mL de
anti-inflamatorio (Flunixin Meglumine — 1 mg/kg) e 2 mL de antibi6tico (Cloridrato de
Ceftiofur — 1 mg/kg) intramuscular.

Foram coletados aproximadamente 50 mg (+0,01) de tecido/animal. As amostras
foram lavadas com solucdo fisiol6gica, armazenadas em criotubos com solugédo fosfato-
salino — PBS, alocadas em botijdo de nitrogénio a -196°C, e transportadas para 0 CAV-

UDESC para posterior analise de expressao génica.

5.4 ANALISES LABORATORIAIS

5.4.1 Alimento

As andlises bromatoldgicas dos alimentos foram realizadas no Laboratorio de
analises bromatologicas (LANABRO) no CAV- UDESC. Sendo que as fracbes de
matéria seca (MS), extrato etéreo (EE) e matéria mineral (MM) foram analisados através
do método de Weende (1864). A proteina bruta (PB) foi analisada com o equipamento
Leco (Leco® FP528, LECO Corporation), através do método de Dumas. As porcOes de
fibra em detergente neutro (FDN) e fibra em detergente acido (FDA) foram determinadas
de acordo com o método n° 973.18 do AOAC (1997), utilizando equipamento ANKOM
A200 | (Tecnologia ANKON, Macedon NY, USA). Para determinagdo de FDN da
silagem de milho e concentrado, foi utilizado alfa-amilase termoestavel e corrigida para

cinzas.
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5.4.2 Composicao quimica do leite

Os componentes proteina, gordura, lactose e sélidos totais do leite foram analizados
através de espectrometria completa de absor¢do de infravermelho, utilizando o
equipamento Dairy Spec FT (DairySpec, Bentley Instruments, Curitiba), no laboratorio
de leite do Centro de Ciéncias Agroveterinarias (CAV-UDESC).

5.4.3 Perfil de &cidos graxos do leite

As amostras de leite para perfil de &cidos graxos foram descongeladas, transferidas
para tubos Falcon e centrifugadas a 3000 rpm, por 15 minutos a 4°C, separando a gordura
dos demais componentes da amostra de leite. A gordura foi coletada da fase superior e
acondicionada em criotubos estéreis, congeladas e enviadas para Universidade Federal da
Bahia (UFBA), onde foi realizada a anélise de perfil de acidos graxos do leite.

Foram utilizadas aproximadamente 50 mg/amostra de gordura para metilagcédo, de
acordo com a técnica de O’Fallon et al., (2007). Os ésteres metilicos de 4dcido graxo foram
determinados através de cromatografo de gas (modelo Focus GC; Thermo Scientific,
Milan, Italy), equipado com detector ioniza¢do 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). Foi utilizado hidrogénio como gas carreador (1 ml/min) e nitrogénio como
gas auxiliar. As temperaturas do injetor e detector foram ajustadas a 250°C, em razdo 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 31 minutos (KRAMER et al., 1997). Foram utilizados trés padrdes de &cidos graxos
como referéncia (Supelco FAME mix #C4-C24, CLA trans-9, cis-11 #16413, and CLA
trans-10, cis-12 #04397, Sigma Aldrich), sendo que os isdmeros cis/trans 18:1 foram
identificados conforme a ordem de eluicdo na cromatografia gasosa (KRAMER et al.
1997).

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

As amostras foram descongeladas, pesadas e imersas em QiAzol Lysis Reagent
(Qiagen Sciences, Germantown, MD, EUA). O tecido foi triturado e homogeneizado com

0 auxilio de um homogeneizador de tecidos portatil (Scienlabor, Ribeirdo Preto, SP,
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Brasil). A extracdo de RNA foi realizada com o Kit RNeasy Lipid Tissue (Qiagen
Sciences), seguindo o protocolo de utilizagdo do proprio Kit. Foi utilizado DNAse (Sigma-
Aldrich) para remover possivel contaminacdo por DNA. Posteriormente, foi verificado a
pureza de RNA utilizando o espectrofotdémetro NanoDrop, ND-2000 (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, EUA), avaliando a concentracdo de RNA da amostra e
relacdozeor2g0 (2,05 = 0,02). O RNA foi diluido (2ug de RNA/UL) para realizar a sintese
do DNA complementar (cDNA). A sintese de cDNA foi realizado com o uso do Kit
GeneAmp (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) com “random primers” e
“enzyme mix”, em equipamento termociclador (MJ96+, Biocycler, Biosystems

Importadora, Curitiba, PR, Brasil).

5.4.5 PCR Quantitativo em tempo real

O RT-gPCR foi realizado em placa de 48 pocos (Micro Amp, Applied Biosystems),
utilizando uma curva padrdo, 5 pl de cDNA e 10 ul de mix: H2O livre de RNA, Primer e
SyberGreen (GoTag q PCR Master Mix, Promega, Madison, WI, EUA), totalizando o
volume de 15 pl por poco, em triplicatas. Os “primers” utilizados foram desenhados
especificamente para cada gene de interesse. A curva padrdo utilizada continha sete
pontos com um “pool” de cDNA de todas as amostras em uma diluigéo seriada (100, 50,
25, 12, 6,25, 3,12 e 1,56%).

A placa foi quantificada no aparelho StepOne Real-Time (Applied BioSystems), e
os dados analisados com software StepOne versdo 2.1 (Applied BioSystems), gerando
curvas de dissociacdo para verificar a presenca de um unico produto. Em seguida, foi
gerado uma equacao de regressdo com os valores do ciclo de RT-gPCR, afim de verificar
a eficiéncia da reacdo. As reacdes apresentaram coeficiente de determinacdo superior a
0,98 e eficiéncia entre 90 e 110%.

5.4.6 Primers

A sequéncia dos primers utilizados para avaliacdo da expressdo génica foi projetada
e disponibilizada pelo banco de dados de anotacGes de sequéncias de nucleotideos —
GenBank (NCBI, Bethsda, MD, EUA), sintetizados pela Invitrogen (Carlsbad, CA, EUA)
e validados quanto a especificidade e eficiéncia antes da utilizagdo. Os primers utilizados

foram utilizados em trabalhos prévios, os quais estdo detalhados na Tabela 3. Foi avaliado
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dois genes “housekeeping” (Beta-actina e proteina ribossomal S18) e onze genes de

interesse (Tabela 3).

Tabela 3: Descricdo dos primers ovinos utilizados na anélise de RT-qPCR.

Gene Primers” Acesso
ACACA PII E': %CA:%ETGGA%GC%TA(XTGTAAGT%GA&TT% . Ticiani et al. (2016)
B .
S
CD36 E': I:%TT%E:(;T(;%%?%&%TACTCTG Hussein et al. (2013)
Y
B M
GPAT E': ?"?éll‘?gggg'?TTCirAAéchTpéE Hussein et al. (2013)
porats EATEATIEACEICEEEE e, o
oonrs | ST . o
SREBPL ggégcctgc&é%i%%%ﬁe Hussein et al. (2013)
PPAR-y E:: i%’g’é%’:’égi?%%%%im Hussein et al. (2013)
5_actina T GCCTTTGCCATCACTGCAAT Ticiani et al. 2016)

R: TGAGCTCTCCTGCCCTCTTG
o

“Os primers sdo reportados em sequéncia 5’ —3’. ACACA PII: Acetil-CoA carboxilase alfa; FASN: Acido
graxo sintetase; SCD: Estearoil-CoA dessaturase; CD36: Mdlecula CD36; FABP3: Proteina ligadora de
acido graxo 3; FABP4: Proteina ligadora de acido graxo 4; LPL: Lipase lipoproteica; GPAT: Glicerol-3-
fosfato aciltransferase; AGPAT6: Acilglicerolfosfato aciltransferase 6; DGATL1: Diglicerideo
aciltransferase 1; SREBP1: Proteina de ligacdo de elementos reguladores de esterol; PPAR-y: Receptores
ativados por proliferadores de peroxissomo; B-actina: Beta-actina; RPS18: Proteina Ribossomal S18.

5.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados pelo programa estatistico SAS (SAS Institute, 2009),
através do procedimento MIXED, com o nivel de 5% de significancia e declarando
tendéncia entre 5 e 10%. Os tratamentos foram considerados como efeito fixo e os animais
como efeito aleatorio. Os dados de consumo diério de MS, producdo e composic¢do do

leite foram analisados através de medidas repetidas no tempo, utilizando os dados de
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produc¢ado e composi¢ao do dia “0” como co-variavel. Para os dados de peso vivo e escore
de condic¢do corporal foram utilizados os dados do dia zero como co-varidvel em suas
respectivas andlises. Foi considerado os tratamentos como efeito fixo e os animais como
efeito aleatorio para andlise de perfil de acidos graxos do leite. A média geométrica dos
genes housekeeping (proteina ribossomal S18 e B-actina) foi considerada como co-
variavel para os dados de expressdo génica. Os valores de residuos estudentizados fora
de + 2,5 foram considerados “outliers”, sendo identificados e excluidos da analise

estatistica.
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6 RESULTADOS

6.1 CONSUMO DE MATERIA SECA E DESEMPENHO ANIMAL

Os animais consumiram toda a dieta fornecida, sendo que o concentrado foi
fornecido individualmente e a silagem por baia (7 animais/baia). Desse modo, as sobras
eram pesadas apos cada refeicdo, medindo o consumo diario durante todo o periodo
experimental. Os resultados de consumo de MS de concentrado e silagem estdo
detalhados na Tabela 4.

O CLA diminuiu o consumo de concentrado, comparado aos tratamentos
CLAC18:0, C18:0 e Controle, em 10,3 (P=0,005), 9,5 (P=0,01) e 12,8% (P=0,0001),
respectivamente (Tabela 4). Ja o C18:0 reduziu o consumo de silagem, comparado aos
tratamentos CLAC18:0, CLA e Controle, em 21,4 (P=0,0004), 17,6 (P=0,004) e 25,4%
(P=0,0001), respectivamente (Tabela 4). O peso vivo e escore de condic¢do corporal néo

foram afetados pelos tratamentos (Tabela 4).

6.2 PRODUCAO E COMPOSICAO DO LEITE

N&do foi observado efeito de tratamento sobre a producdo de leite, proteina,
lactose, sélidos totais e teor de proteina (Tabela 5). Os tratamentos CLA e CLAC18:0
reduziram o teor de gordura do leite em 12 (P=0,0003) e 14% (P=0,0001),
respectivamente, comparado ao C18:0. Ainda, a producéo de gordura do leite foi reduzida
no tratamento CLA em 18% (P=0,005), e apresentou tendéncia de reducdo de 10% para
CLAC18:0, comparados ao C18:0 (Tabela 5).

O tratamento CLAC18:0 tendeu a reduzir 3% o teor de solidos totais do leite,
comparado ao CLA (P=0,07), e ambos tratamentos CLA e CLAC18:0 reduziram 0s
solidos totais, comparado ao tratamento C18:0, em 4,4 (P=0,006) e 7,3% (P=0,0001),
respectivamente (Tabela 4).
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Tabela 4: Producdo, composicdo do leite e desempenho animal em relacdo aos
tratamentos experimentais.

Tratamentos!
CLA C18:0 CLAC18:0 CONT. EPM? ValorP?
Leite (kg/dia) 1,34 1,48 1,49 1,45 0,07 0,55
Gordura (%) 5,6° 6,42 5,5° 6,42 0,14  0,0001
Proteina (%) 4,4 4,4 4,4 4,5 0,05 0,65
Lactose (%) 49 4,8 4,6 4,9 0,04 0,60
Solidos totais (%) 15,9° 16,72 15,5° 16,72 0,18  0,0001
Gordura (g/dia) 74,5° 91,22 82,0 91,98 4,12 0,01
Proteina (g/dia) 57,6 65,3 57,5 63,9 3,11 0,15
Lactose (g/dia) 66,3 71,7 68,9 70,6 3,92 0,79
Sélidos totais (g/dia) 213,2 2447 230,3 242,1 11,8 0,25
CMSconc (kg/dia)* 0,95° 1,052 1,062 1,09 0,02 0,001
CMSsil (kg/dia)® 24,7° 20,4° 25,9% 27,3 1,01  0,0001
PV (kg) 74,8 70,9 71,9 74,6 1,55 0,23
ECC (1-5) 3,1 34 3,3 3,6 0,40 0,72

“Médias seguidas por letras minGsculas diferem os tratamentos entre si (P<0,05). !Os tratamentos foram
CLA (6,4g/animal/dia de CLA trans-10, cis-12), C18:0 (28g/animal/dia de C18:0), CLAC18:0 (6,4g de
CLA trans-10, cis-12 e 28g de C18:0 animal/dia) e Controle na dieta basal; 2Erro médio padréo; *Valor de
P: Nivel de significancia (P<0,05); *Consumo de matéria seca de concentrado, calculado individualmente;
SConsumo de silagem, calculado por animal, a seguir: CLA (24,7kg/6 animais = 4,1 kg/animal/dia), C18:0
(20,4 kg/7 animais = 2,9 kg/animal/dia), CLAC18:0 (25,9 kg/7 animais = 3,7 kg/animal/dia), Controle
(27,3/7 animais = 3,9 kg/animal/dia).

6.3 PERFIL DE ACIDOS GRAXOS DO LEITE

Os tratamentos CLA e CLAC18:0 ndo diferiram entre si, em relacéo aos acidos
graxos de cadeia curta. No entanto, 0 CLAC18:0 reduziu a concentracdo dos acidos
graxos C6:0, C8:0 e C10:0 comparado ao tratamento C18:0, em 43 (P=0,04), 66
(P=0,007) e 46% (P=0,03), respectivamente (Tabela 5). Ainda, a concentragéo de C16:1
foi reduzida nos tratamentos CLA (30%; P=0,03) e CLAC18:0 (12%; P=0,01),
comparados ao tratamento C18:0 (Tabela 5). No geral, a concentragdo dos AG’s <16C
foi reduzida nos tratamentos CLA e CLAC18:0, comparados ao tratamento C18:0. Alem
disso, onde o tratamento C18:0 néo diferiu do Controle.

Foi observado uma maior concentracdo do acido graxo C18:0 nos tratamentos
CLA e CLAC18:0 em 26 (P=0,05) e 24% (P=0,06), comparado ao tratamento C18:0 e
Controle (Tabela 5). Como esperado, a concentragdo de CLA trans-10, cis-12 foi maior
nos tratamentos CLA e CLAC18:0 (89; P=0,0007 e 87%; P=0,004), comparado ao
tratamento C18:0. Ainda, o C18:1 trans-10 apresentou maior concentragdo nos
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tratamentos CLA (65%; P=0,003) e C18:0 (53%; P=0,04), comparados ao Controle
(Tabela 5), e ndo houve diferenca para CLAC18:0. Outros acidos graxos de importancia
(C16:0, C18:1 cis-9, C18:1 trans-11 e CLA cis-9, trans-11) ndo foram alterados pelos

tratamentos (Tabela 5).

Tabela 5: Perfil de &cidos graxos em relacdo aos tratamentos experimentais. (continua)

Tratamentos®
AG’s (%) CLA C18:0 CLAC18:0 CONT. EMP? Valor P?
C4:0 0,77 0,69 0,76 0,59 0,20 0,57
C6:0 0,73 0,992 0,56° 0,68 0,35 0,05
C8:0 0,89% 1,302 0,44° 0,75® 0,47 0,006
C10:0 3,88% 5,812 3,16° 5,02% 183 0,02
C10:1 0,16" 0,482 0,19° 0,50° 0,03 0,001
C12:0 3,38 4,32 3,95 5,30 0,68 0,15
C13:0 0,14° 0,29° 0,15° 0,31* 0,03 0,001
C14:0 10,8 10,3 12,4 11,9 0,79 0,23
C14:0 iso 0,18 0,15 0,18 0,11 0,06 0,23
C14:0 anteiso 0,322 0,33? 0,21° 0,14 0,07 0,003
Cl4:1 0,23 0,30 0,32 0,47 0,12 0,36
C15:0 0,84¢ 1,542 0,93 1,22°> 0,13 0,004
C16:0 27,00 27,70 23,30 24,70 3,01 0,71
C16:0 iso 0,28 0,19 0,35 0,35 2,80 0,57
C16:1 0,82° 1,172 1,03° 1,43* 0,23 0,02
C16:1 cis-7 0,37 0,30 0,27 0,32 0,07 0,34
C17:0 075® 0,81% 0,61° 0,792 0,09 0,02
C18:0 11,702 8,62° 11,372 7,49° 1,02 0,01
C18:1 cis-9 17,70 16,90 17,49 16,67 1,19 0,91
C18:1 trans-10 3,652 2,742 2,45% 1,29° 0,48 0,02
C18:1 trans-11 1,60 1,66 1,65 1,60 0,22 0,99
C18:1 cis-11 0,65 0,60 0,51 0,53 0,04 0,25
CLA cis9, trans-11 0,88 0,85 0,74 0,85 0,10 0,78
CLA trans-10, cis-12 0,272 0,04° 0,222 0,03° 0,03 0,003

"Médias seguidas por letras minusculas diferentes diferem entre si; 'Os tratamentos foram CLA
(6,4g/animal/dia de CLA trans-10, cis-12), C18:0 (28g/animal/dia de C18:0), CLAC18:0 (6,4g de CLA
trans-10, cis-12 e 28g de C18:0 animal/dia) e Controle; 2Erro médio padrdo; Valor de P: Nivel de
significancia; *Outros: acidos graxos ndo identificados.
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Tabela 5: Perfil de &cidos graxos em rela¢do aos tratamentos experimentais. (continuagao)

Tratamentos!
AG’s (%) CLA C18:0 CLAC18:0 CONT. EMP? ValorP?
C18:2 n-6 cis 2,612 2,262 1,49° 1,44° 0,44 0,05
C18:3n-3 0,232 0,19° 0,17° 0,19° 0,01 0,03
C18:3n-6 0,06  0,06% 0,04° 0,082 0,009 0,02
C20:0 0,212 0,18° 0,202 0,16° 0,01 0,08
C20:1 n-9 0,08 0,07 0,06 0,06 0,009 0,30
C20:2 n-6 0,442 0,11° 0,362 0,07° 0,13 0,001
C20:4 n-6 0,15 0,23 0,16 0,14 0,07 0,21
Outros® 0,13 0,15 0,15 0,15 0,04 0,84

*Médias seguidas por letras mindsculas diferentes diferem entre si; Os tratamentos foram CLA
(6,4g/animal/dia de CLA trans-10, cis-12), C18:0 (28g/animal/dia de C18:0), CLAC18:0 (6,4g de CLA
trans-10, cis-12 e 28g de C18:0 animal/dia) e Controle na dieta basal; 2Erro médio padréo; *Valor de P:
Nivel de significancia; Outros: acidos graxos nao identificados.

Os AG’s agrupados por origem e dessaturagdo estdo detalhados na Tabela 6.
Assim, os tratamentos CLA e CLAC18:0 ndo sofreram efeito de tratamento. Tanto o
tratamento CLA quanto CLA18:0 reduziram os AG’s menores de 16 carbonos, em 13
(P=0,02) e 16% (P=0,02), respectivamente, comparados ao Controle. Ja 0 CLA aumentou
a concentracao de AG’s poliinsaturados em 19% (P=0,03) comparado ao CLAC18:0
(Tabela 6). Enquanto os AG’s saturados e monoinsaturados foram inalterados (Tabela 6).

O fornecimento de CLA trans-10, cis-12 reduziu a dessaturagdo dos AG’s
C16:0/C16:1 e C18:0/C18:1 cis-9 pela enzima estearoil-CoA dessaturase, nos tratamentos

CLA e CLAC18:0em 33 (P=0,03) e 9% (P=0,01), respectivamente, comparados ao C18:0
(Tabela 6).
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Tabela 6: Concentracdo dos principais grupos de acidos graxos na gordura do leite de
ovelhas leiteiras e indice de dessaturase para o gene SCD, em relacdo aos
tratamentos experimentais.

Tratamentos®
AG’s (%) CLA  C18:0 CLAC180 CONT. EMP’ ValorP®
¥ <C16° 52,40° 58,78 52,63° 62,85% 2,84 0,04
YAGS? 62,17 65,10 62,01 67,66 237 0,29
T AGMI* 2565 24,21 24,03 2261 133 0,49
Y AGPP 4,782 4,19% 3,87° 3,78° 0,27 0,07
indice de
Dessaturacéo®
14:1/(14:0+14:1) 0,02 0,02 0,02 003 0,009 0,27
16:1/(16:0+16:1) 002 0,03 0,02° 0,03* 0,002 0,02
18:1 cis-9/ 0,60° 0,67 061" 069 002  0,0009

(18:0+18:1 cis-9)

CLA cis-9, trans-11/

(18:1 trans-11+ CLA 0,37 0,34 0,31 0,34 0,03 0,59
cis-9, trans-11)

"Médias seguidas por letras minGsculas diferentes diferem entre si; 'Os tratamentos foram CLA
(6,4g/animal/dia de CLA trans-10, cis-12), C18:0 (28g/animal/dia de C18:0), CLA + C18:0 (6,4g de CLA
trans-10, cis-12 e 28g de C18:0 animal/dia) e Controle na dieta basal; 2Somatorio de acidos graxos menos
que 16 carbonos; *Somatorio de acidos graxos saturados; *Somatério de acidos graxos monoinsaturados;
SSomatdrio de acidos graxos poliinsaturados; ®Relacdo produto/(substrato + produto) para gene SCD EXx:
CLA trans-10, cis-12/(C18:1 trans-10+CLA trans-10, cis-12); ‘Erro médio padrao; 8Valor de P: Nivel de
significancia.

6.4 EXPRESSAO GENICA DA GLANDULA MAMARIA

Na glandula mamaria, a abundancia de RNAm de ACACAa PII foi reduzida no
tratamento CLA comparado ao CLAC18:0 em 39% (P=0,002). O C18:0 reduziu a
abundéncia de RNAm da ACACAa PII em 45% (P=0,0001) comparado ao Controle
(Figura 4A) e a abundancia de RNAm da FASN foi reduzida no tratamento CLA em 41%
(P=0,01), comparado ao Controle. Ainda, houve uma tendéncia do tratamento CLAC18:0
em reduzir a FASN em 27,2% (P=0,08) comparado ao C18:0 (Figura 4B).
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Figura 4: Abundancia dos genes ACACAa PII (A) e FASN (B), envolvidos na sintese de
novo na glandula mamaria de ovelhas lactantes.
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“Valores apresentados como a média, letras mindsculas diferem os tratamentos entre si (P<0,05). Os
tratamentos foram CLA (6,4g/animal/dia de CLA trans-10, cis-12), C18:0 (28g/animal/dia de C18:0),
CLAC18:0 (6,49 de CLA trans-10, cis-12 e 28g de C18:0 animal/dia) e Controle.

A abundéncia de RNAm da LPL foi reduzida no tratamento CLAC18:0, em 25%
(P=0,05), comparado ao Controle (Figura 5A). A suplementacdo com C18:0 aumentou a
abundancia de RNAm do translocador molécula CD36 comparado ao CLAC18:0, em
58% (P=0,012) (Figura 5B) e a abundancia de RNAm da FABP4 foi reduzida pelo
CLAC18:0 em 53% (P=0,013) em relacdo ao tratamento C18:0 (Figura 5C). Comparado
ao Controle, a abundancia de RNAm de SCD foi reduzida em 38 (P=0,003), 40 (P=0,005),
e 37% (P=0,003) nos tratamentos C18:0, CLA e CLAC18:0, respectivamente (Figura
5D).
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Figura 5: Abundéncia dos genes LPL (A), CD36 (B), FABP4 (C) e SCD (D), envolvidos
na captacgdo, transporte e dessaturacdo de acidos graxos na glandula mamaria
de ovelhas lactantes.
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"Valores apresentados como a média, letras minGsculas diferem os tratamentos entre si (P<0,05). Os
tratamentos foram CLA (6,4g/animal/dia de CLA trans-10, cis-12), C18:0 (28g/animal/dia de C18:0),
CLAC18:0 (6,49 de CLA trans-10, cis-12 e 28g de C18:0 animal/dia) e Controle.

N&o foi observado efeito de tratamento para os genes envolvidos na sintese de
triglicerideos GPAT e DGAT. No entanto, a abundancia de RNAm do gene AGPATG foi
reduzida nos tratamentos CLA e CLAC18:0 em 53 (P=0,004) e 36% (P=0,04),
respectivamente, comparado ao Controle (Figura 6).
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Figura 6: Abundancia do gene AGPAT®6, envolvido na sintese de triglicerideos na
glandula mamaria de ovelhas lactantes.

A) 120
° a
= o 100 - -
ET
EE 80 - ab
=0 = b
=T g -
60
Es b
Ry
= A
=
£3 2
R
=] 0
ﬁb.l'l
. CLA C18:0 CLAC18:0 Controle
Tratamentos

“Valores apresentados como a média, letras minGsculas diferem os tratamentos entre si (P<0,05). Os
tratamentos foram CLA (6,4g/animal/dia de CLA trans-10, cis-12), C18:0 (28g/animal/dia de C18:0),
CLAC18:0 (6,49 de CLA trans-10, cis-12 e 28g de C18:0 animal/dia) e Controle.

Os tratamentos CLA e CLAC18:0 reduziram a abundancia de RNAm da SREBP1
em 25 (P=0,0059) e 40% (P=0,065) comparado ao Controle. Ainda, a abundéncia de
RNAm de SREBP1 nédo foi alterada quando comparado os tratamentos CLA com
CLAC18:0 (0,8 e 0,9; P=0,26) e C18:0 com Controle (1,1 e 1,2; P=0,42) (Figura 7A). A
abundancia de RNAmM de PPAR-y ndo foi influenciada pelos tratamentos CLA e
CLAC18:0 (P=0,15). No entanto, o C18:0 aumentou em 28% (P=0,03) a abundancia de
RNAmM de PPAR-y comparado ao Controle (Figura 7B).

Figura 7: Abundancia dos genes SREBP1 (A) e PPAR-y (B), envolvidos na regulacéo
génica na glandula mamaria de ovelhas lactantes.
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A abundancia de RNAm dos genes FASN, LPL, FABP4, AGPAT6 e SREBP1
ndo sofreu efeito dos tratamentos C18:0 e Controle. Contudo, o fornecimento isolado de
C18:0 aumentou a abundancia de RNAm dos genes CD36 e PPAR-y, que em
contrapartida, reduziu a abundancia de RNAm de ACACAa PII e SCD, comparados ao
Controle. O C18:0 associado ao CLA trans-10, cis-12 (CLAC18:0) néo resultou em efeito
sobre a abundéancia de RNAm dos genes FASN, LPL, CD36, FABP4, SCD, AGPATS6,
SREBP1 e PPAR-y, comparado ao tratamento CLA. No entanto, CLAC18:0 aumentou
em 39% a abundancia de RNAm de ACACAa PII, comparado ao CLA.

A suplementacdo com C18:0 demonstrou baixo potencial para mitigar os efeitos

antilipogénicos de CLA trans-10, cis-12.
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7 DISCUSSAO

O CLA trans-10, cis-12 causa efeitos inibitdrios na sintese de gordura do leite em
vacas (BAUMGARD et al. 2000, GRIINARI e BAUMAN, 2006), ovelhas (OLIVEIRA
et al. 2012, HUSSEIN et al. 2013, BALDIN et al. 2013) e cabras (FERNANDES et al.
2014). Com base nisso, buscdvamos compreender neste estudo se 0 C18:0 seria capaz de
mitigar, pelo menos parcialmente, tais efeitos.

Foi observado o fornecimento de CLA trans-10, cis-12 reduziu o teor de gordura
do leite, além de apresentar maior concentragdo dos acidos graxos CLA trans-10, cis-12
e C18:1 trans-10, reduzindo também AG’s menores que 16 carbonos provenientes da
sintese de novo, confirmando que houve depressdo de gordura do leite nos tratamentos
CLA e CLAC18:0. No entanto, ndo foram observadas mudancas na producéo de leite e
teor de gordura do leite em ambos os tratamentos com suplementacdo de C18:0, mas
apresentou reducdo no CMS da silagem. Desse modo, os resultados deste trabalho estéo
de acordo com os encontrados por Boerman et al. (2017), onde ndo observaram efeito na
producdo de leite ou teor/producdo de gordura do leite em vacas suplementadas com
C18:0.

Além disso, o tratamento C18:0 ndo foi capaz de aumentar o teor e producédo de
gordura do leite quando comparado ao Controle, e nem superar os efeitos antilipogénicos
do CLA trans-10, cis-12 fornecido isolado ou associado ao CLA trans-10, cis-12
(CLAC180). Tal resposta pode estar ligada a baixa eficiéncia da transferéncia de C18:0
para glandula mamaria, acarretada pela baixa digestibilidade intestinal do suplemento
utilizado neste estudo (TORAL et al. 2006). Em relacdo a digestibilidade de C18:0,
Glasser et al. (2008) realizaram uma meta-analise com um banco de dados de 77
experimentos com &cidos graxos de 18 carbonos, descrevendo que a absorcdo é
comprometida no fluxo duodenal em dietas com alto teor de lipideos. Corroborando com
essa ideia, Rico et al. (2014b) suplementaram vacas lactantes com C16:0 e C18:0,
constatando menor eficiéncia na absorgdo e no aumento do teor de gordura do leite pelo
C18:0. Piantoni et al. (2015) calcularam a digestibilidade do suplemento C16:0 utilizado
por Piantoni et al. (2013) e do C18:0 utilizado, descrevendo 48,1% de digestibilidade para
0 C16:0 e 28,4% para o0 C18:0, ressaltando também a baixa transferéncia do C18:0 para

gordura do leite, comparado ao C16:0. Ainda, outros estudos tém sugerido que o C18:0
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pode ter baixa solubilidade, prejudicando sua incorporacdo as micelas, reduzindo a
absorcdo (PANTOJA et al. 1995; DRACKLEY, 2000).

Contudo, esperava-se que por ser o principal &cido graxo produzido pela
biohidrogenacdo ruminal (PALMQUIST et al. 2005), a suplementacdo aumentaria a
disponibilidade de C18:0 no duodeno, favorecendo a absorcdo do &cido graxo. Assim,
trazendo resultados positivos como os ja encontrados por Steele e Moore (1968), Steele
(1969) e Piantoni et al. (2015), que mostram que a administracdo de C18:0 tém efeitos
positivos quanto ao aumento da producdo de leite, teor de gordura e acidos graxos pré-
formados.

O fornecimento de CLA trans-10, cis-12 reduziu os AG’s <16C provenientes da
sintese de novo, concomitantemente nos tratamentos CLA e CLAC18:0, estando de
acordo com os resultados encontrados por Lock et al. (2008) e Shingfield et al. (2009).
Em contrapartida, os AG’ poliinsaturados foram aumentados no tratamento CLA em
relagdo ao CLAC18:0, o que sugere que a maior concentracao de AG poliinsaturados no
tratamento CLA seja pela sua propria composicdo (DRESCH, 2012).

Além disso, ambos os tratamentos que receberam CLA trans-10, cis-12 na dieta
(CLA e CLAC18:0) aumentaram a concentracdo do acido graxo C18:0, em relacdo ao
tratamento C18:0 e Controle. Esses resultados estdo de acordo com os encontrados por
Fernandes et al. (2014), Baldin et al. (2013), e Baldin et al. (2014), onde encontraram
aumento do AG C18:0 com a suplementacdo de CLA trans-10, cis-12 em cabras leiteiras.
Isto pode ser explicado pela propria composi¢do do suplemento fornecido aos animais
(CLA trans-10, cis-12), o qual possui 3,9% de C18:0, ou ainda, que o CLA trans-10, cis-
12 e demais &cidos graxos fornecidos na dieta de forma ndo protegida sofreram
biohidrogenacdo ruminal, chegando ao produto final C18:0 (JENKINS et al. 2008b;
MAIA et al. 2010). Ainda, sugere-se que a baixa concentracdo de C18:0 no proprio
tratamento pode ser acarretada pela baixa digestibilidade do suplemento, como ja
explanado nesta discussdo. O fornecimento de C18:0 isolado ou em associagdo ao CLA
trans-10, cis-12 ndo foi capaz de modular o perfil de acidos graxos, onde o tratamento
CLAC18:0 apresentou os mesmos efeitos acarretados por CLA trans-10, cis-12.

O CLA trans-10, cis-12 é bastante conhecido pela sua capacidade supressora na
expressao dos genes que codificam enzimas envolvidas na sintese de gordura do leite na
glandula mamaria, sendo mais acentuada na sintese de novo (HUSSEIN et al. 2013;
VYAS et al. 2013). Desse modo, 0 CLAC18:0 e C18:0 diminuiram a expressao génica de

ACACAu PII, estando de acordo com resultados encontrados por Kadegowda et al.
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(2009), Qi et al. (2014) ¢ Horstmann (2019), onde a abundancia de RNAm ACACAa PII
foi reduzida com a suplementacdo de C18:0. Ainda, Hansen e Knudsen (1987) e
Kadegowda et al. (2009) sugeriram trés razdes para o efeito inibitoério de ACACAa: acido
estedrico inibe a sintese de novo regulando negativamente a expressdo génicade ACACA,
também por uma possivel competicdo da acil-CoA de cadeia longa, com a acil-CoA de
cadeia média, as quais possuem funcdes distintas, realocando acidos graxos nas posi¢des
sn-2 e sn-3 do esqueleto de triglicerideos, e por dltimo que a acil-CoA de cadeia longa
causa um efeito supressor na ACACA.

Além disso, vale ressaltar que a reducéo da abundancia de RNAmM de ACACAa
PIl no CLAC18:0, pode ser causado pelo efeito do CLA trans-10, cis-12, podendo ser
explicado pela reducéo da abundancia de RNAm da proteina de regulacdo SREBP1, a
qual tem papel importante na transcricdo génica. Desse modo, Kadegowda et al. (2009)
descrevem que a SREBP1 é um gene alvo de PPAR-y, e que a expressdo génica de ambas
enzimas possui grande importancia na expressao dos genes ACACA PII, FASN e SCD.
Assim, quando ha pouca abundancia de RNAm da SREBP1 e PPAR-y, consequentemente
espera-se que outros genes dependentes dessas enzimas reguladoras sejam afetados, pelo
efeito transcricional inibitério causado pelo CLA trans-10, cis-12.

Em relacéo a abundéancia de RNAm da SCD, o tratamento C18:0 e CLAC18:0
reduziram a expressdo de SCD, indicando que a capacidade de dessaturacdo de acidos
graxos pode ter sido comprometida com a suplementacdo lipidica de acidos graxos
saturados. Em contraste, o tratamento C18:0 aumentou abundancia de RNAm de PPAR-
v, indo contra os resultados encontrados por Kadegowda et al. (2009), o qual confirma
que SCD é um gene alvo de PPAR- y.

O tratamento C18:0 aumentou a abundancia de RNAm da CD36, a qual
desempenha uma funcdo muito importante no transporte de acidos graxos pré-formados
para dentro da glandula mamaria de animais lactantes (BIONAZ e LOOR, 2008). A CD36
é bastante seletiva, tendo preferéncia por acidos graxos de cadeia longa, principalmente
0 C18:0 (GLATZ et al. 2010), sugerindo que essa molécula seja o principal transportador
de C18:0 na glandula mamaria. Assim, Yonezawa et al. (2004) e Kadegowda et al. (2009)
descreveram que a abundancia de RNAm de CD36 foi aumentada quando células
mamarias de vacas leiteiras foram cultivadas em estearato, 0 que esta de acordo com 0s
resultados encontrados neste estudo. No entanto, ndo foi observado o mesmo
comportamento no tratamento CLAC18:0, indicando que o CLA trans-10, cis-12 inibiu

a abundancia de RNAm de CD36, e que C18:0 ndo foi capaz de superar esse efeito. Além
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disso, o tratamento C18:0 ndo estimulou o0 aumento da abundancia de RNAm de LPL,
principal gene envolvido na captacdo de &cidos graxos pré-formados na corrente
sanguinea para que ocorra a acdo de CD36. De tal modo, Ahnadi et al. (2002)
suplementou cabras leiteiras com diferentes Oleos vegetais, 0 que aumentou a
concentracdo de C18:0 no leite, mas ndo apresentou diferenca de tratamento para LPL,
sugerindo que a captagdo de AG’s de cadeia longa pela glandula mamaria pode estar
relacionada a outras enzimas que ndo a LPL.

Como discutido acima, a suplementacdo de C18:0 ndo foi capaz de aumentar o
teor de gordura do leite, mas estimulou principalmente a expressao dos genes CD36 e
PPAR-y. O CLAC18:0 apresentou os mesmos efeitos que o CLA, para ACACAa PII,
FASN, LPL, CD36, FABP4, SCD, AGPAT, SREBP1 e PPAR-y, mostrando que o0 C18:0
ndo é capaz de reverter a sindrome de depressdo de gordura do leite causada por CLA

trans-10, cis-12.
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8 CONCLUSAO

A suplementacdo com C18:0 ndo foi capaz de aumentar o teor de gordura do leite e
nem superar os efeitos antilipogénicos do CLA trans-10, cis-12. O CLA trans-10, cis-12
afetou negativamente a producdo de gordura do leite, a expressédo dos genes envolvidos
na sintese de novo, captacdo, internalizacdo, dessaturacdo, sintese de triglicerideos e
fatores de transcricao, confirmando o efeito supressor sendo fornecido isoladamente e/ou
juntamente com C18:0. A suplementacdo de C18:0 neste estudo nao foi suficiente para

mitigar a DGL induzida por CLA trans-10, cis-12 em ovelhas com 36 dias de lactagao.
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