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RESUMO

FERNANDES, Diego. Efeito de doses crescentes do acido linoleico conjugado #rans-10,
cis-12 sobre a producio, composicao e perfil de acidos graxos do leite e parametros
sanguineos de cabras leiteiras da raca Toggenburg. 2012. 74f. Dissertagdo (Mestrado
em Ciéncia Animal — Area: Produgdo Animal) — Universidade do Estado de Santa
Catarina. Programa de Pds-graduagdo em Ciéncia Animal, Lages, 2012.

O fornecimento de CLA trans-10, cis-12 através da dieta tem resultado na depressdo da
gordura do leite de bovinos, ovinos e caprinos. No entanto, os seus efeitos em caprinos sao
menos compreendidos perante as outras espécies de ruminantes. Assim, o objetivo do
presente estudo foi avaliar o efeito de doses crescentes de CLA trans-10, cis-12
desprotegido da bio-hidrogenacdo ruminal sobre a producdo, secrecdo dos componentes e
perfil de acidos graxos do leite de cabras leiteiras. Para isso, foram utilizados 8 animais da
raca Toggenburg ndo prenhes com 135 + 21 dias em lactagdo, separadas de acordo com o
nimero de lactacdes para compor dois Quadrados Latinos 4 X 4 (12 dias de tratamento
separados por 6 dias de intervalo), um formado por primiparas e o outro por multiparas. Os
animais foram submetidos aleatoriamente aos seguintes tratamentos: CLAO) 45 g/d de
Megalac-E; CLA15) 30 g/d de Megalac-E+15 g/d de CLA; CLA30) 15 g/d de Megalac-
E+30 g/d de CLA; CLA45) 45 g/d de CLA. Os tratamentos foram inclusos no concentrado
fornecido aos animais, assim, todos os tratamentos continham 45 g/d de suplemento
lipidico. O suplemento de CLA (Luta-CLA 60) continha 29,9% do isémero trans-10, cis-
12 na forma de ésteres metilicos, perfazendo doses de 0, 4,48, 8,97 e 13,45 g/d deste acido
graxo para os respectivos tratamentos citados anteriormente. O consumo de matéria seca
de silagem, a produgdo de leite, a producdo e o teor de proteina e lactose do leite, o escore
de condicdo corporal e o peso vivo ndo foram afetados pelas doses de CLA trans-10, cis-
12. Ao final de cada periodo experimental (d 12), a avaliagdo do teor e producdo de
gordura do leite em relagdo ao encontrado no dia 0, demonstrou que o tratamento CLAO
levou ao aumento da gordura do leite. Assim, as comparagdes de producdo e teor de
gordura do leite foram feitas considerando os valores obtidos no dia 0 como 100%. Os
tratamentos CLA15, CLA30 e CLA45 reduziram, respectivamente, a produciao de gordura
do leite em 8,1, 26,1 e 32,7% e o teor de gordura do leite em 4,5, 21,5 e 28,3%. O uso de
doses crescentes de CLA trans-10, cis-12 na dieta alterou o perfil de 4cidos graxos do leite,
com redugdes da concentracao dos acidos graxos oriundos da sintese de novo e aumento da
concentragcdo dos provenientes da circulagdo sanguinea. Porém, quando a secrecdo destes
mesmos acidos graxos foi avaliada houve reducdo da secrecdo de ambas as classes de
acidos graxos. A suplementagdo de CLA frans-10, cis-12 também acarretou na redugao dos
indices de dessaturacao C14:1/C14:0, C16:1/C16:0, C17:1/C17:0 e C18:1/C18:0. Tanto a
concentragdo como a secrecdo do CLA tranms-10, cis-12 aumentaram conforme o seu
aumento na dieta, e correspondeu a uma eficiéncia de transferéncia da 1,18, 1,17 ¢ 1,21%
para os tratamentos CLA15, CLA30 e CLA45 (respectivamente), sendo que as mesmas
ndo diferiram entre si. Quando o balango energético (BE) dos animais foi avaliado, as
inclusdes crescentes do CLA trans-10, cis-12 na dieta aumentaram linearmente o BE.



Palavras-chave: acido linoleico conjugado; suplementagdo de lipidios; depressdo da

gordura do leite; cabras leiteiras.



ABSTRACT

FERNANDES, Diego. Effect of increasing doses of trans-10, cis-12 conjugated linoleic
acid on milk production, milk composition, milk fatty acids profile and blood
parameters in Toggenburg dairy goats. 2012. 74f. Dissertation (Mestrado em Ciéncia
Animal — Area: Produgio Animal) — Universidade do Estado de Santa Catarina. Programa
de Pos-graduagdo em Ciéncia Animal, Lages, 2012.

Feeding trans-10, cis-12 CLA has resulted in milk fat depression in dairy cows, ewes and
goats. However, its effects in goats are less understood in comparison with other ruminant
species. Therefore, the objective of the present study was to evaluate the effect of
increasing doses of a rumen unprotected frans-10, cis-12 CLA supplement on milk
production, secretion of milk components and milk fatty acid profile in dairy goats. Eight
Toggenburg non pregnant goats (135 + 21 DIM) were used in a duplicate 4 x 4 Latin
Square design (12-d treatment periods separated by 6-d intervals) according to the order of
lactation (primiparous and multiparous). The animals within each group were randomly
assigned to the following dietary treatments: CLAO: 45 g/d of Megalac-E; CLA15: 30 g/d
of Megalac-E+15 g/d CLA; CLA30: 15 g/d of Megalac-E+30 g/d of CLA; CLA45: 45 g/d
of CLA. The lipid supplements were mixed in the concentrate and fed individually to the
animals after morning and afternoon milkings. The CLA supplement (Luta-CLA 60) had
29.9% of trans-10, cis-12 CLA as methyl esters, resulting in doses of 0, 4.48, 8.97 and
13.45 g/d of this CLA isomer for CLAO, CLAI15, CLA30 and CLA45 treatments,
respectively. Dry matter intake, milk yield, content and secretion of milk protein and
lactose, body condition score and body weight were unaffected by the dietary treatments.,
The comparison of milk fat content and yield observed on the last day of each treatment
period (d 12) with those found on day 0 showed that CLAO treatment increased the milk fat
content. Thus, milk fat content and yield on day 0 were considered as 100%. The CLA15,
CLA30 and CLAA45 treatments reduced milk fat yield by 8.1, 26.1 e 32.7% and milk fat
content by 4.5, 21.5 e 28.3%, respectively. The increase in dietary trans-10, cis-12 CLA
dose reduced the concentration of milk fatty acids arising from de novo synthesis and
increased the concentration of those derived from blood circulation. However, the milk
secretions of both classes of fatty acids were reduced linearly as the CLA dose increased.
The increase in dietary trans-10, cis-12 CLA also caused a linear reduction in milk fat
Cl14:1/C14:0, C16:1/C16:0, C17:1/C17:0 and C18:1/C18:0 dessaturase indexes. Milk fat
trans-10, cis-12 CLA content and secretion increased in goats fed increasing doses of
trans-10, cis-12 CLA, which, corresponded to transfer efficiencies from diet to milk of
1.18, 1.17 and 1.21% for CLA1S5, CLA30 and CLA45 treatments, respectively. The energy
balance (EB) increased linearly in goats fed increasing doses of trans-10, cis-12 CLA.

Kay-words: conjugated linoleic acid; lipid supplementation; milk fat depression; dairy
goat.
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1. INTRODUCAO

Os 4cidos graxos provenientes da dieta t€ém a capacidade de regular alguns aspectos
do metabolismo animal. Dentre esses acidos graxos, encontramos alguns isomeros do
acido linoleico (C18:2 cis-9, cis-12) que possuem as duplas ligagdes conjugadas. Esses
acidos graxos s@o comumente denominados CLA (do inglés, Conjugated Linoleic Acid) e
sdo originados do metabolismo ruminal dos 4cidos graxos poli-insaturados da dieta bem
como da sintese endogena, sendo encontrados em produtos de ruminantes, principalmente
no leite. Devido a seus efeitos biologicos dois isomeros tém sido considerados como os
principais e assim, alvo de mais estudos. O primeiro deles ¢ o CLA cis-9, trans-11, um
importante agente anti-carcinogénico em alguns tipos de cancer e o outro ¢ o CLA trans-
10, cis-12, que se destaca por possuir a capacidade de alterar o metabolismo lipidico e em
alguns casos, de particionar os nutrientes dentro do organismo animal.

O CLA trans-10, cis-12 ndo ¢ um intermedidrio comum da bio-hidrogenacao e
ocorre no rumen apenas sobre certas condi¢cdes especificas (baixo pH e/ou presenca de
acidos graxos poli-insaturados). Situacdes com dietas que levam a redugdo da gordura do
leite, observa-se a sua presenca no ambiente ruminal e através do uso de infusdes
abomasais deste 4acido graxo, o apontaram como um importante agente inibidor da sintese
de gordura do leite. Essa redu¢do na gordura causada pelo CLA frans-10, cis-12 € o
resultado direto da inibicdo da sintese de enzimas responsaveis pela lipogénese mamaria.
Apesar disso, o fornecimento desse isdmero via dieta ou a sua formagdo através da
fermentacdo ruminal pode resultar em algumas situa¢des benéficas como o aumento da
producdo de leite, o aumento da produ¢do e/ou concentragdo da proteina do leite e a
melhora do balanco energético dos animais lactantes, principalmente em situagcdes onde o
consumo de nutrientes ndo atende a demanda do animal, assim, possibilitando o seu uso
como uma estratégia nutricional.

Ha algumas formas lipidicas utilizadas para fornecer o CLA trans-10, cis-12 aos
animais. O seu uso na forma lipidica de ésteres metilicos apresenta vantagens na produgao
comercial quando comparado a sua producdo na forma de acidos graxos livres ou como
sabdes de calcio, e também ndo causa danos ao metabolismo ruminal e/ou digestdo dos
animais. Nos bovinos, de uma forma geral, a sua a¢do sobre a gordura do leite ocorre em
um modelo com reposta previsivel a uma determinada dose desse 4acido graxo.

Diferentemente dos bovinos, informacdes sobre a sua agdo em caprinos ainda sdo poucas e
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sugerem que esta espécie ¢ dotada de uma certa insensibilidade ao fornecimento desse
acido graxo, realgando uma diferenca existente entre estas duas espécies de ruminantes.
Assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito da suplementagdo com doses
crescentes do CLA trans-10, cis-12 na forma de ésteres metilicos e desprovidos de
protecdo contra a bio-hidrogenacdo ruminal, sobre a produ¢do, composi¢do e perfil de
acidos graxos do leite e pardmetros metabodlicos ligados a homeostase energética de cabras

leiteiras da raca Toggenburg.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ACIDOS GRAXOS: IMPORTANCIA FISIOLOGICA

Os lipidios sdo substancias que se caracterizam por possuirem baixa solubilidade
em solventes polares. Dessa forma, esta classe ¢ formada por diferentes compostos, com
diferentes fungdes, que vao desde fonte de energia a hormonios. Os lipidios saponificaveis
(aqueles que produzem sabdes quando hidrolisados em meio alcalino) tém como unidade
basica os acidos graxos, que sdo acidos carboxilicos unidos a uma cadeia carbonica que
tem como principal fungdo o fornecimento de energia para os animais (GRAZIOLA;
SOLIS; CURI, 2002).

Na maioria dos alimentos, os acidos graxos estdo na forma esterificada, formando
os 6leos e gordura (GRAZIOLA; SOLIS; CURI, 2002). No caso das forragens consumidas
por ruminantes, sdo encontrados como componentes das membranas celulares nos colmos
e folhas das plantas, na forma de fosfolipidios e glicolipidios (CHILLIARD et al., 2007).
Além de fornecer energia, os acidos graxos oriundos da dieta atuam na regulagdo do
metabolismo animal, cujo papel metabolico esta relacionado com aspectos da sua estrutura
molecular tais como: comprimento da cadeia, presenga de duplas ligagdes, posicdo e
isomeria das duplas ligacdes, etc. No caso especifico de acidos graxos poli-insaturados
(aqueles contendo mais de uma dupla ligagdo na molécula), estes, tém maior impacto sobre
a atividade e expressdo génica de enzimas relacionadas com o metabolismo de
carboidratos, lipidios (SALTER e TARLING, 2007) e ciclo celular (MIGLIETTA et al.,
2006).

A busca por compostos carcinogénicos na carne bovina grelhada levou ao
descobrimento de 4cidos graxos que, na verdade, tinham propriedades anti-carcinogénicas.
Esses acidos graxos eram isomeros do acido linoleico (C18:2 cis-9, cis-12), mas que
apresentavam duplas ligagdes conjugadas (HA; GRIMM; PARIZA, 1987). Posteriormente,
ficou estabelecido que esses isdmeros atuavam na reducdo da incidéncia de tumores,
principalmente da mama e célon em modelos animais (BAUMAN et al., 1999). Esses
isomeros do acido linoleico sdo comumente chamados de acidos linoleicos conjugados
(CLA), os quais sdo encontrados principalmente em produtos oriundos de ruminantes
como a carne, leite e derivados lacteos. Devido a presenca destes compostos com

propriedades anti-carcinogénicas, esses produtos, inicialmente considerados apenas como
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fonte de nutrientes na dieta humana, podem adquirir também o cariter de “alimento
funcional”.

A dieta ¢ o principal fator que afeta a concentragdo de CLA na carne e no leite de
ruminantes e, como consequéncia, diversas estratégias nutricionais tém sido avaliadas
visando o aumento desse composto no leite. A inclusdo de diferentes fontes de 6leo na
dieta, ou at¢é mesmo suplementos contendo isomeros de CLA levaram ao aumento na
concentracdo desses compostos no leite (KELLY et al., 1998; LOOR e HERBEIN, 1998;
CHOUINARD et al., 1999). No entanto, nos primeiros estudos envolvendo suplementagdo
da dieta de vacas leiteiras com misturas de isomeros de CLA, observou-se uma acentuada
reducdo no teor e na producdo de gordura do leite (LOOR e HERBEIN, 1998;
CHOUINARD et al., 1999). Posteriormente, pesquisas com isomeros purificados
demonstraram que os efeitos bioldgicos observados previamente eram isdmero-
dependentes. A acdo anti-carcinogénica demostrada inicialmente no estudo de Ha et al.
(1987) foi atribuida ao isomero cis-9, trans-11 (IP et al., 1999), ao passo que o isOmero
trans-10, cis-12 foi identificado com o responsavel pela reducdo do teor e produgdo de
gordura do leite em ruminantes (BAUMGARD et al., 2000), bem como da gordura
corporal de ratos (PARK et al., 1997) e suinos (OSTROWSKA et al., 2002).

2.1.1 Metabolismo dos acidos graxos no rimen e sintese do CLA

O termo CLA ¢ utilizado para denominar isdmeros geométricos e posicionais do
acido octadecadiendico (C18:2). Os isdmeros de CLA podem apresentar duplas ligacdes
conjugadas com a geometria cis-cis, cis-trans, trans-cis € trans-trans em diferentes
posicdes da cadeia carbonica (ex: 7-9, 9-11, 10-12); ao todo, mais de 25 diferentes
isomeros de CLA j4 foram identificados na gordura do leite de ruminantes (BAUMAN et
al., 2008). Dentre os isdmeros de CLA, o cis-9, trans-11 é o mais abundante, representando
cerca de 80 a 90% do total de CLA presente no leite. O segundo isdmero em maior
quantidade no leite ¢ o CLA trans-7, cis-9, que perfaz em torno de 10% do CLA total
(YURAWECZ et al., 1998). Os demais isOmeros estdo presentes em quantidades
reduzidas, onde cada um responde por menos de 1% do CLA total (PALMQUIST et al.,
2005).

A presenca de CLA no leite e na carne de ruminantes estd relacionada ao

metabolismo dos lipidios da dieta no ramen, a sua sintese por microrganismos ruminais
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(PALMQUIST et al., 2005) e a sintese endogena na glandula mamaria (CORL et al.,
2001) e tecido adiposo (SANTORA, PALMQUIST e ROEHRIG, 2000). As dietas de
ruminantes se caracterizam por possuir alta concentragdo de fibra e baixa concentracdo de
lipidios, sendo a quantidade destes geralmente menos de 5% nas dietas de ruminantes
(PALMQUIST e JENKINS, 1980). As forragens que normalmente compdem a maior
percentagem das dietas tém a sua fragdo lipidica composta principalmente por glicolipidios
e fosfolipidios, que tém como principais acidos graxos associados, os acidos linoleico e a-
linolénico (C18:3 cis-9, cis-12, cis-15). Com relacdo aos graos usados como concentrados
nas dietas, a sua fracdo lipidica predominantemente estd na forma de triacilglicerol, onde
os acidos linoleico e oleico (C18:1 cis-9) s@o os principais acidos graxos (BAUMAN et al.,
1999).

Em virtude de estarem em um ambiente anaerdbio, os acidos graxos nao sio
oxidados como as demais moléculas (WU e PALMQUIST, 1991), de forma que os lipidios
da dieta ndo provém nutrientes para as atividades de crescimento/reproducdo dos
microrganismos ruminais. Assim, mesmo sendo um metabolismo periférico dentro do
ambiente ruminal, os lipidios da dieta sdo extensivamente metabolizados através de dois
processos, a lipdlise e a bio-hidrogenacao (LOURENCO et al., 2010).

Resumidamente, uma vez livre da matriz celular, os lipidios sofrem acdo de lipases
microbianas (PALMQUIST et al., 2005). Estas enzimas tém capacidade de hidrolisar as
ligagdes do tipo “éster” e liberarem 4acidos graxos livres, sendo este evento denominado de
lipolise. Dentre os diferentes tipos de microrganismos ruminais, as bactérias sdo
consideradas os principais agentes neste processo (HARFOOT e HAZLEWOOD, 1997),
sendo a Anerovibrio lipolitica e as do género Butirivibrio exemplos de bactérias que atuam
na lipolise (LOURENCO et al., 2010).

Livres da sua forma esterificada, os acidos graxos insaturados sdo submetidos a
bio-hidrogenacdo, um processo também catalisado por enzimas microbianas. Esta acao
converte os acidos insaturados para saturados e, assim, determina o alto grau de saturagdo
dos 4cidos graxos encontrados nos produtos de ruminantes quando comparados aos de ndo
ruminantes e plantas (LOCK e BAUMAN, 2004). Harfoot e Hazlewood (1997)
estabeleceram uma ordem dos eventos com bases em diversos experimentos e descreveram
uma via para a bio-hidrogenacao do acido linoleico (Figura 1 A) e uma para o a-linolénico

(Figura 1 B).
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Em especial, a bio-hidrogenag¢ao do acido linoleico, ¢ a via de origem dos isomeros
de CLA, de maior importancia. O primeiro passo dessa reagcdo ¢ a conversao da dupla
ligacdo cis-12 para trans-11, tendo como produto o CLA cis-9, trans-11. A enzima que
catalisa esta reacdo ¢ uma isomerase (linoleato isomerase), que necessita um grupamento
carboxila livre para levar a termo sua acdo (KEPLER, TUCKER; TOVE, 1970). Por essa
razao, a lipolise ¢ um passo limitante no processo de reducdo dos acidos graxos no rimen
(HARFOOT ¢ HAZLEWOOD, 1997). A segunda etapa converte o CLA cis-9, trans-11
para C18:1 trans-11 através da hidrogenacao da dupla ligacdo cis-9. A completa saturacao
do acido linoleico termina com redugao do acido vacénico (C18:1 trans-11) em estearico
(C18:0).

De maneira semelhante a bio-hidrogena¢ao do acido linoleico, o primeiro passo da
transformag¢do do acido a-linolénico no rimen envolve a isomerizacdo da dupla ligagao
cis-12 para trans-11, produzindo o C18:3 cis-9, trans-11, cis-15, também por acdo da
enzima linoleato isomerase. Em seguida, ha hidrogena¢do da dupla ligacdo cis-9 e
formagdo do acido C18:2 trans-11, cis-15. A partir deste tltimo acido graxo formado, pode
ocorrer a formagdo dos seguintes intermedidrios: C18:1 trans-11, C18:1 cis-15 e C18:1
trans-15. O C18:1 trans-11 ¢é reduzido até estedrico, ao passo que o C18:1 cis-15 e 0 C18:1

trans-15 nao sdo mais hidrogenados (HARFOOT e HAZLEWOOD, 1997).

Figura 1 - Vias da bio-hidrogenagao do acido linoleico (A) e a-linolénico (B).
B)

cis-9. cis-12. cis-15 C183

isomerizagio (grupo A e B)
A) \L a0 (grup

cis-9, cis-12 C18:2 cis-9. trans-11, cis-15 C18:3

\l/ isomerizagdo (grupo A) i/ hidrogenagio (grupo A e B)
cis-9. trans-11 C18:2 trans-11. cis-15 C18:2
‘\hidrogenacio (grupo A) / \hidrogmacéo (grupo B)
trans-11 C18:1 cis-15 C18:1

trans-15 C18:1
\L hidrogenagio (grupo B)

C18:0
Fonte: Adaptado de Harfoot e Hazlewood (1997).
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Dentre os microrganismos ruminais, novamente, as bactérias sdo as principais
atuantes na bio-hidrogenagdo dos 4cidos graxos no rumen. A estirpe Butirivibrio
fibrosolvens foi a primeira a ser associada com a redu¢@o dos acidos graxos. Polan et al.
(1964), utilizando o é4cido linoleico como substrato, identificaram que essa estirpe tinha a
capacidade de bio-hidrogenar o dcido graxo em questdo e formar o CLA cis-9, trans-11 e o
acido vacénico (C18:1 tramns-11), sem formar acidos graxos saturados. Posteriormente,
ficou estabelecido que apenas algumas bactérias tinham a capacidade de hidrogenar os
acidos graxos monoinsaturados e formar o acido estearico (HARFOOT e HAZLEWOOD,
1997). Conforme a capacidade em hidrogenar determinados substratos, as bactérias foram
classificadas em dois grupos como segue: as do grupo A e as do grupo B (Figura 1). As
que tinham como substrato os acidos graxos poli-insaturados e como produto final o C18:1
trans-11 foram classificadas como pertencentes ao grupo A. Ja as bactérias que pertencem
ao grupo B se caracterizam por atuarem na hidrogenag¢do completa dos acidos graxos
C18:3 ¢ C18:1 trans-11.

Os fungos anaerdbios existentes no rumen também tém a capacidade de
metabolizar 4cidos graxos insaturados e formar intermediarios da bio-hidrogenagdo (CLA
cis-9, trans-11), embora em quantidade muito menor que as bactérias (MAIA et al., 2007).

Como os acidos graxos ndo fornecem nutrientes ha duas teorias que tentam explicar
os motivos pelos quais as bactérias realizam a bio-hidrogenagdo. A primeira teoria sugere
que esta hidrogenacdo ¢ uma tentativa de drenar equivalentes redutores (LENNARZ, 1966
citado por JENKINS et al., 2008). Ja a segunda teoria sugere que esta hidrogenacdo ¢ na
verdade uma tentativa de detoxificagdo dos acidos graxos insaturados (KEMP, LANDER;
GUNSTONE, 1984). Trabalhos recentes como os de Maia et al. (2007) e Maia et al. (2010)
apontaram como causa da bio-hidrogenacdo a remocdo de um efeito bacteriostatico
causado pelos acidos graxos insaturados (teoria da detoxificagdo).

Outro fator relevante ¢ a sensibilidade das diferentes estirpes bacterianas aos acidos
graxos insaturados, que por sua vez, estd relacionado com as diferentes habilidades em
hidrogenar. Como exemplo, a estirpe Butirivibrio proteoclasticus que € muito mais
sensivel que a Butirivibrio fibrosolvens a acidos graxos insaturados. Assim, a sua
sensibilidade ao C18:1 trans-11 explica a sua habilidade em reduzir este dcido graxo a
acido estedrico.

Por ser um processo associado com a fermentagdo microbiana, a lipdlise e a bio-

hidrogenacdo podem ser afetadas por varios fatores dietéticos que, consequentemente,
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determinam o perfil de 4cidos graxos que deixam o rimen. A quantidade e a natureza dos
lipidios da dieta e sua associagdo com a relagdo volumoso:concentrado da dieta sdo os
principais fatores que determinam a extensdo da hidrogenacdo dos acidos graxos no raimen
(CHILLIARD et al., 2007; LOURENCO et al., 2010). Um exemplo de associacdo entre
estes dois fatores ¢ o aumento da fracdo lipidica na dieta através da inclusdo de dleos em
dietas com alta propor¢ao de forragem. A presenga de acidos graxos insaturados nos oleos
inibe a lipolise e a bio-hidrogenacdo e o aumento da forragem na dieta tende a minimizar
estes efeitos negativos dos acidos graxos (PALMQUIST e JENKINS, 1980; BEAM et al.,
2000). Por sua vez, uma alta inclusdo de concentrado na dieta acarreta em queda do pH
ruminal, um fator do ambiente ruminal que esta diretamente ligado com a diminui¢do da
lipolise e bio-hidrogenagdo e com a geracdo de diferentes intermediarios desse processo
(FUENTES et al., 2011).

O aumento na concentragdo de CLA na gordura do leite e nos tecidos dos
ruminantes ¢ uma consequéncia de inibi¢des parciais do metabolismo ruminal dos acidos
graxos e da sintese endogena. O CLA cis-9, trans-11, apesar de ser um intermediario bem
documentado nas vias da bio-hidrogenacdo, ¢ formado principalmente na glandula
mamaria e outros tecidos que possuem a enzima Estearoil-CoA Dessaturase (A’-
dessaturase) (GRIINARI et al., 2000). Esta enzima utiliza como substrato o acido vacénico
(C18:1 trans), que ¢ um intermediario comum na bio-hidrogenacao do acido linoleico e a-
linolénico, que tende a se acumular no rumen (NOBLE et al., 1974; HARFOOT e
HAZLEWOOD, 1997; GRIINARI et al., 2000). Isso explica as concentragdes
relativamente elevadas deste isdmero nos produtos de ruminantes, uma vez que o
desaparecimento do CLA cis-9, trans-11 no rimen ocorre de forma rapida (NOBLE et al.,
1974).

O outro isomero bastante estudado, o CLA trans-10, cis-12, ndo faz parte da via da
bio-hidrogenag¢do postulada por Harfoot e Hazlewood (1997). Esse isomero ¢ formado no
ramen sob condic¢des dietéticas que favorecem a reducdo do pH ruminal, associado ou nao
a presenca de acidos graxos poli-insaturados no rumen, levando a alteragao das vias de bio-
hidrogenac¢do mais conhecidas (BAUMAN e GRIINARI, 2003). Essas alteragdes estdo
associadas com mudangas na microbiota ruminal e sua capacidade de hidrogenar e crescer
em faixas especificas de pH (WALLACE et al., 2007; LOURENCO et al., 2010). Com
base nos efeitos bioldgicos do CLA e outros acidos graxos, a manipulagdo da bio-

hidrogena¢do através da nutricdo pode se tornar uma ferramenta de manejo que visa
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aumentar as propriedades “nutracéuticas” do leite (ex: CLA cis-9, trans-11) ou a
concentragdo de acidos graxos que tem a capacidade de promover a particdo de nutrientes

(ex: CLA trans-10, cis-12).

2.1.2 CLA trans-10, cis-12 e sua agdo em ruminantes

A sintese de leite tem uma alta prioridade na particdo de nutrientes, exigindo uma
série de alteracdes metabolicas maternas para atender esse estado fisiologico. Dentre os
componentes do leite, a gordura, representa a maior fracdo energética e, assim, sua sintese
e secre¢do representa grande parte da exigéncia de energia para lactacio (BAUMAN e
CURIE, 1980). Além de ser fonte de energia, os lipidios também contribuem para certas
caracteristicas organolépticas (ex: cor; sabor) do leite e seus derivados, e frequentemente
sdo relacionados as questdes de saide humana (PALMQUIST; BEAULIEU; BARBANO,
1993; CHILLIARD et al., 2003).

Apesar de sofrer influéncia de fatores genéticos e variar de acordo com o estagio da
lactacdo, a concentracdo e a composi¢cdo da gordura do leite s3o muito mais sensiveis a
dieta (SUTTON, 1989; PALMQUIST; BEAULIEU; BARBANO, 1993). Segundo
Grummer (1991), o uso da dieta como ferramenta para modificar a composi¢do da gordura
do leite ndo ¢ um conceito novo. Essa ferramenta vem sendo utilizada desde a década de
70 com o objetivo de aumentar a concentracdo de acidos graxos insaturados no leite, pois
os acidos graxos saturados foram considerados prejudiciais a saide humana. Apesar disso,
hoje, a gordura do leite ¢ destacada como alimento funcional (NRC, 1996).

Exemplos de dietas que alteram a gordura do leite sdo aquelas relacionadas com a
sindrome da depressdo da gordura do leite (DGL). Essa sindrome foi descrita pela primeira
vez hd mais de um século e ainda ¢ um problema observado no dia-a-dia em algumas
propriedades leiteiras (BAUMAN e GRIINARI, 2003). As dietas que causam esta
sindrome em um primeiro momento foram divididas em dois grupos: o primeiro grupo se
caracteriza por fornecer grandes quantidades de carboidratos de rapida fermentagdo e baixo
conteido de fibra efetiva; o segundo grupo, por sua vez, ¢ representado por dietas
suplementadas com fontes ricas em 6leos insaturados (DAVIS e BROWN, 1970 citado por
BAUMAN e GRIINARI, 2003). Diversas teorias foram postuladas para explicar este
fendomeno e, atualmente, a teoria da bio-hidrogenacdo ¢ a mais aceita pela comunidade

cientifica. Segundo Bauman e Griinari (2001), essa teoria implica que, em certas condi¢des
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dietéticas, as vias da bio-hidrogenagdo sdo alteradas, levando a sintese de certos acidos
graxos especificos como intermediarios que inibem a sintese da gordura do leite.

Poucos acidos graxos intermedidrios da bio-hidrogenacdo foram relacionados com
a inibi¢do da sintese da gordura do leite. Além do CLA trans-10, cis-12, os isdmeros trans-
9, cis-11 e cis-10, trans-12, e o &acido graxo C18:1 trans-10, foram negativamente
correlacionados com a secrecdo de gordura do leite (SAEBO et al., 2005; PERFIELD et
al., 2007; SHINGFIELD et al., 2009a). Porém, o CLA trans-10, cis-12 € o unico acido
graxo que sem duvida atua na reducdo da gordura do leite (BAUMGARD et al., 2000;
BAUMGARD et al., 2001; de VETH et al., 2004). Bauman e Griinari (2003) apresentaram
uma via possivel da bio-hidrogenagdo do acido linoleico, na qual ocorreria a formagao do
CLA trans-10, cis-12 em condi¢des de baixo pH ruminal. Em principio, o acido linoleico
seria isomerizado para CLA trans-10, cis-12, e posteriormente reduzido para C18:1 trans-
10. O ultimo passo desta via seria a hidrogenacdo do C18:1 trans-10, com a formagdo do
acido estedrico.

No rimen, poucas bactérias tém a capacidade de sintetizar o CLA trans-10, cis-12,
e somente uma pequena fragao do substrato (4cido linoleico) € convertida. A sua formagao
e conversao para um acido graxo mais reduzido indica que este isdmero de CLA ¢ um
intermediario ligado a célula bacteriana e ndo um produto final da bio-hidrogenagao.
Dentre as bactérias que o sintetizam, apenas algumas estirpes como a Megasphaera
elsdenii demonstram esta capacidade, denotando que a formacdo do CLA trans-10, cis-12
ndo ¢ um traco filogénico. Dessa forma, a presenca de diferentes estirpes de Megasphaera
elsdenii pode resultar em variagdo na producdo deste isdmero gerando, nos animais, uma
diferenga na sensibilidade as dietas que causam a DGL (KIM et al., 2002).

A gordura ¢ o componente mais variavel do leite de ruminantes e ¢ composta quase
que exclusivamente por triacilgliceréis (95 a 98%) (JENSEN 2002). Existem cerca de 406
diferentes acidos graxos que podem compor os triacilglicerois, que diferem em quantidade
e posi¢do das insaturagdes, € no tamanho da cadeia (C4 até C18) (JENSEN 2002). A DGL
causada pelo CLA trans-10, cis-12 ¢ marcada pela reducdo da secre¢do dos acidos graxos
de todos os tamanhos, embora a reducio dos oriundos da sintese de novo (C4 a C14 e parte
dos C16) seja de maior magnitude (BAUMGARD et al., 2001). A agdo inibitoria do CLA
trans-10, cis-12 na secrecdo da gordura do leite ¢ observada poucos dias apds o seu

fornecimento, com a reducdo alcancando o seu valor maximo por volta do 4° ao 5° dia de
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suplementagdo, e retornando aos niveis normais ap6s em torno de cinco dias do final da
suplementagdo (BAUMGARD et al., 2000).

A magnitude da redugdo da gordura do leite estd relacionada com a quantidade de
CLA trans-10, cis-12 que alcanca o abomaso (de VETH et al., 2004). A maxima depressao
observada na secre¢do de gordura ¢ em torno de 50%, e ocorre quando uma dose de 14 g/d
de CLA trans-10, cis-12 ¢ infundida no abomaso de vacas (BAUMGARD et al., 2001). A
dose de efetividade média (25% de inibigdo) gira em torno de 2,5 g/d de CLA trans-10,
cis-12 (£ 0,01% do consumo de matéria seca), e poucos incrementos na queda da gordura
sdo0 observados com o aumento da dose acima de 6 g/d (de VETH et al., 2004; BAUMAN
et al., 2008). Esses valores denotam que a relagao entre CLA cis-10, trans-12 e a secre¢do
da gordura do leite ¢ melhor expressa na forma exponencial (de VETH et al., 2004). Além
de atuar na redug¢do na gordura, o CLA cis-10, trans-12 pode reduzir o processo de
dessaturacdo dos acidos graxos na glandula mamaéria. No entanto, este efeito ¢ somente
observado quando doses acima da efetividade média sdo administradas aos animais
(PERFIELD et al., 2006).

O emprego do CLA trans-10, cis-12 como uma ferramenta nutricional para induzir
a depressao da gordura do leite pode ser vantajoso em certas situagdes. Com a redugdo da
sintese de gordura, hd uma diminui¢do da secrecdo de energia no leite, que pode ser
direcionada para outras fung¢des fisiologicas. A parti¢do dessa energia, a principio, depende
do balango energético em que os animais se encontram. A maioria dos experimentos com
suplementac¢do do CLA trans-10, cis-12 utilizaram animais em balango energético positivo
e ndo encontraram alteracdes na producdo ou composi¢do de solidos ndo gordurosos do
leite, ou pardmetros metabodlicos relacionados a homeostase energética (glicose, acidos
graxos ndo esterificados (AGNE)) (BAUMGARD et al., 2002b; PERFIELD et al., 2002).
Aparentemente, em periodos em que o consumo de nutrientes atende a demanda do animal,
a reducdo da secre¢do de gordura induzida pelo CLA trans-10, cis-12 gera redugdes no
consumo de matéria seca (+ 1,5 kg/d) e aumento da expressdo de enzimas lipogénicas no
tecido adiposo, o que pode estar relacionado com o aumento das reservas corporais
observado em alguns experimentos (BAUMAN et al., 2008; HARVATINE; PERFIELD II;
BAUMAN, 2009).

Ha certas ocasidoes em uma producdo leiteira em que as exigéncias de energia nao
sdo atendidas pelo consumo de alimentos. Sistemas de producao de leite em pastagens sao

exemplos de condi¢des em que o balango energético pode estar negativo. Nessas situagoes,
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a energia “economizada” pelo uso do CLA trans-10, cis-12 pode acarretar em aumento da
produgdo de leite, proteina do leite ou ambos (KAY et al., 2007; MEDEIROS et al., 2010).

O periodo pos-parto ¢ outra situacdo em que ocorre o balango energético negativo,
pois ha uma grande demanda por nutrientes para a lactagdo e o consumo de alimentos esta
reduzido (DOEPEL et al., 2002). Uma menor secrecao de energia no leite nessa situagao
pode, além de possibilitar o direcionamento da energia poupada para produgdo de leite ou
proteina do leite (BERNAL-SANTOS et al., 2003; KAY et al., 2006), melhorar o balanco
energético dos animais e assim diminuir o impacto de desordens metabdlicas e melhorar
alguns indices reprodutivos dos rebanhos leiteiros (ODENS et al., 2007; de VETH et al.,
2009; HUTHCHINSON et al., 2011).

Sob o ponto de vista da saude dos consumidores de leite e derivados, o uso de
suplemento de CLA ftrans-10, cis-12 resulta na diminuicdo de certos acidos graxos
associados a doencas cardiovasculares (laurico-C12:0; miristico-C14:0 e palmitico-C16:0;
MENSINK et al., 2003), os quais sdo consumidos principalmente via produtos lacteos
(SHINGFIELD et al., 2010). Cabe ressaltar, entretanto, que ndo ha evidéncias de que o
consumo de leite e seus derivados estejam associados com o aumento do risco de doengas
cardiovasculares (GERMAN et al., 2009).

Apesar dos beneficios do emprego do CLA tramns-10, cis-12 mencionados
anteriormente, o uso de altas doses pode gerar efeitos deletérios a producao leiteira. A
infusdo abomasal de 45 g/d deste acido graxo gerou, além da queda na gordura do leite,
uma reducdo na produc¢ao de leite e no seu teor de lactose. Associado a esses efeitos, houve
também um aumento significativo no contetido de células somadticas, cloro e sodio do leite,
indicios comumente relacionados a involu¢do mamaria em vacas (BELL ¢ KENNELLY,
2003) e ovelhas lactantes (OLIVEIRA et al., 2012). A redu¢do na produgdo de leite pode
ocorrer através da apoptose de células epiteliais da glandula mamaria, conforme
demonstrado por Keating et al. (2008).

A sintese de gordura do leite exige que a glandula mamaria mantenha um constante
suprimento de alguns fatores (enzimas, transportadores, substratos, etc..) e para isso
necessita a coordenacdo de alguns genes que controlam o fornecimento desses agentes
(RUDOLPH et al., 2007). A maioria dos genes relacionados com o metabolismo lipidico ¢
regulada por uma familia de fatores de transcrigdo denominados proteinas de ligacdo ao
elemento responsivo a esterdide (SREBP - Sterol Response Element-Binding Protein).

Cerca de trés isoformas do SREBP foram identificadas: o SREBP-1a; o SREBP-1c; € o
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SREBP2. O SREBP-1a ¢ SREBP2 sdo relacionados com a sintese de colesterol e acidos
graxos (HORTON et al., 2003), ao passo que o SREBP-1c ¢ somente relacionado com a
sintese de acidos graxos (SHIMANO et al., 1997).

Sobre os detalhes de a¢do do CLA trans-10, cis-12 que resultam na queda da
gordura, a principio, sabe-se que ha uma diminui¢do da expressao de enzimas lipogénicas
importantes como a Acetil-CoA Carboxilase (ACC), Acido Graxo Sintase (AGS),
Estearoil-CoA Dessaturase (ECD) e Lipoproteina Lipase (LPL) (PIPEROVA et al., 2000;
BAUMGARD et al., 2002a) que sdo reguladas por esta familia de fatores de transcri¢do
(PETERSON et al., 2004).

A importancia do SREPB, em especial a isoforma SREBP1 na DGL causada pelo
CLA trans-10, cis-12 comegou a ficar evidente a partir dos estudos de Peterson et al.
(2004). Nesse estudo, a incubagdo de células da glandula mamaria bovina com 75 pmol/L
de CLA trans-10, cis-12 reduziu a quantidade de mRNA das enzimas ACC, AGS e ECD, ¢
da forma nuclear ativada da isoforma SREBP1. Harvatine ¢ Bauman (2006) confirmaram
as observacdes de Peterson et al. (2004), porém em uma condi¢do in vivo dos efeitos
celulares do CLA trans-10, cis-12 e de dietas que induzem a DGL. Nessa situacdo, além da
diminui¢do de algumas enzimas lipogénicas (AGS, LPL, e ECD), houve também a
diminuicdo da expressdo do SREBP1 e genes relacionados a sua forma nuclear ativa.

Além do SREBPI, outros mecanismos adicionais podem ter importdncia na
reducdo da gordura do leite causada pelo CLA trans-10, cis-12 e dietas que levam a esse
efeito (HARVATINE e BAUMAN, 2006). O “Spot 14” (Thyroid Hormone Responsive
Spot 14 (S14)) ¢ uma proteina nuclear que inicialmente foi relacionada a resposta na
expressdo génica de hepatdcitos ao hormodnio tiroidiano (SEELIG et al., 1981), que
posteriormente, foi incluida como um fator que influencia a quantidade de trigliceridios
hepaticos (KINLAW et al., 1995). Embora ndo hd uma func¢do bioquimica exata para o
“Spot 147, acredita-se que esta proteina interage com fatores de transcricdo e que ¢
necessaria para a sintese de novo de acidos na glandula mamaria de ratos (ZHU et al.,

2005) e bovinos (HARVATINE e BAUMAN 2006).

2.1.3 CLA trans-10, cis-12 e pequenos ruminantes

A classe dos pequenos ruminantes abrange animais de pequeno porte como cabras,

ovelhas, cervideos, entre outros. Suas habilidades em utilizar alimentos de baixa qualidade
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ou procurar por eles em lugares indspitos permitem que esses animais sobrevivam em
ambientes aridos e terrenos onde o cultivo ¢ dificil. Portanto, estes animais representam
uma importante fonte de alimento, fibra e pele para grande parte da populagdo humana ao
redor do mundo (NRC, 2007). Em especial, cabras e ovelhas leiteiras sdo importantes para
a sobrevivéncia de grande parte da populagcdo que ndo tem alternativas para o suprimento
de alimentos e renda (HAENLEIN, 2001).

Ambas as espécies (cabras e ovelhas) possuem caracteristicas no ambito fisioldgico
e morfologico que lhes imprimem certas particularidades unicas, quando comparadas a
bovinos. Um exemplo claro disto, ¢ a baixa incidéncia de DGL observada nos pequenos
ruminantes, quando alimentados com dietas com grande quantidade de alimentos
concentrados e/ou contendo lipidios poli-insaturados (CHILLIARD et al., 2007; PULINA
et al., 2006). Essa diferenga observada, sugere, que as vias da bio-hidrogena¢do ruminal
nos pequenos ruminantes domésticos sdo menos susceptiveis a alteracdo que resultem na
formag¢do do acido graxo CI18:1 trans-10 (SHINGFIELD et al.,, 2010), amplamente
relacionada do & DGL (GRIINARI et al., 1998). Essa suposi¢do pode ser melhor expressa
através da relacdo entre a concentragdo de 4cidos graxos C18:1 trans-10 e a reducdo da
gordura do leite observada em bovinos, caprinos e ovinos. Os pequenos ruminantes
apresentam certa concentragdo deste acido graxo, que apesar de ser muito menor que nos
bovinos, nao culmina na DGL (SHINGFIELD et al., 2010; RIBEIRO et al., 2011). Outro
exemplo sobre a particularidade inerente aos pequenos ruminantes ¢ justamente a diferenca
na resposta a suplementagdo lipidica observada em caprinos comparados aos bovinos.
Normalmente, o contetido de gordura do leite de caprinos tende a aumentar em resposta a
uma suplementacdo lipidica, j4 os bovinos, apresentam uma caracteristica oposta
(CHILLIARD et al., 2007).

Apesar da falta de resposta observada em dietas que causam a DGL, os pequenos
ruminantes sdo susceptiveis aos efeitos do CLA trans-10, cis-12. As primeiras avaliagdes
que encontraram a reducdo da gordura do leite como resposta ao fornecimento deste acido
graxo foram em ovinos. De acordo com Lock et al. (2006), Sinclar et al. (2007), Sinclair et
al. (2010) e Oliveira et al. (2012), para essa espécie, a magnitude da depressdo da gordura
do leite em relacdo a dose fornecida se assemelha a observada em vacas lactantes, quando
a dose ¢ equivalente em peso metabolico. Da mesma forma que nos bovinos, ha uma
redug¢do da secrecdo de todos os acidos graxos, mas os acidos graxos provenientes da

sintese de novo sdo mais afetados. Ainda em concordancia com os bovinos, houve uma
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reducdo nos indices de dessaturase, demonstrando que CLA trans-10, cis-12 afeta a enzima
ECD nesses animais (LOCK et al., 2006; SINCLAR et al., 2007; SINCLAIR et al., 2010;
OLIVEIRA et al., 2012).

Os caprinos também apresentam uma reducdo no teor e produgdo de gordura em
resposta ao fornecimento do deste isdmero de CLA (LOCK et al., 2008). Entretanto, os
primeiros estudos demonstraram pouco ou nenhum efeito do seu fornecimento em
diferentes formas na lipogénese mamaria (ERASMUS et al., 2004; SCHMIDELY e
MORAND-FEHR, 2004; ANDRADE e SCHMIDELY, 2006).

Os primeiros a averiguar a redu¢do da sintese de gordura em cabras foram Lock et
al. (2008), que relataram uma reducdo de 8 e 21 pontos percentuais na sintese de gordura
com o uso de 3 e 6 g/d, respectivamente, deste 4dcido graxo fornecido na dieta em uma
forma protegida da bio-hidrogen¢do. Porém, a quantidade necessaria para alcangar esses
niveis de reducdo de gordura foram muito maiores do que as observadas em bovinos,
quando comparadas com base no peso metabolico. Com base nesses estudos, os caprinos
foram considerados dotados de uma menor sensibilidade que bovinos e ovinos aos efeitos
anti-lipogénicos do CLA trans-10, cis-12 (LOCK et al., 2008).

A alteracdo do perfil de 4cidos graxos que acompanha a queda na gordura de cabras
também difere das situacdes comumente observadas em ovelhas e vacas. Nos caprinos, a
redu¢do da gordura ¢ marcada somente pela diminuicdo da sintese dos éacidos graxos
provenientes da sintese de novo, enquanto que a secrecao dos acidos graxos pré-formados
ndo ¢ afetada na maioria das vezes (SHINGFIELD et al., 2009b). Contudo, apesar de todos
os contrastes entre bovinos e caprinos, a magnitude da depressdo da gordura em cabras
também ¢ dose-dependente, sugerindo que o CLA trans-10, cis-12 atua através de
mecanismos comuns em ruminantes. Dessa forma, a compreensdo da regulacdo da sintese
da gordura do leite pela dieta e os fatores que afetam as diferentes espécies de ruminantes ¢
fundamental para o desenvolvimento de estratégias nutricionais que visem aumentar o
valor nutricional do leite, diminuir a secrecdo de energia e melhorar o balango energético
dos animais em lactagdo (SHINGFIELD et al., 2010). Aliado a isso, o uso de uma fonte
desprotegida da bio-hidrogenagdo (6leo) pode reduzir o custo de produgdo, como também
o emprego em misturadores de concentrado.

Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos da inclusdo de doses

crescentes do CLA frans-10, cis-12 desprotegido da bio-hidrogenacdo e na forma de
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ésteres metilicos, sobre a producdo, composicao e perfil de acidos graxos do leite e

parametros metabodlicos de cabras da raga Toggenburg.
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3. OBJETIVOS

3.1 GERAL

* Avaliar o efeito da suplementagdo de doses crescente de CLA frans-10, cis-12

desprotegido da bio-hidrogenacao ruminal sobre o desempenho de cabras leiteiras.

3.2 ESPECIFICO

* Avaliar o resultado das doses crescentes sobre a composicao fisico-quimica
(gordura, proteina, lactose), a contagem de células somaticas e o perfil de acidos
graxos do leite.

* Acompanhar a variagdo na homeostase energética dos animais através de

indicadores sanguineos como a glicose e acidos graxos ndo-esterificados.

4. HIPOTESES

* A suplementacdo da dieta de cabras leiteiras com doses de CLA trans-10, cis-12
desprotegido da bio-hidrogenagdo ruminal alterard a composicdo do leite,
reduzindo o teor de gordura.

* A suplementac¢do da dieta de cabras leiteiras com doses de CLA trans-10, cis-12
desprotegido da bio-hidrogenacdo ruminal resultara em alteragdes no perfil de
acidos graxos do leite.

* As alteragdes na composicdo do leite mencionadas acima serdo acompanhadas por

mudangas no perfil metabolico dos animais.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 LOCAL, ANIMAIS E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O experimento foi conduzido com o aval do Comité de Etica em Experimentagio
Animal (CETEA) da Universidade do Estado de Santa Catarina em concordancia com a
legislacdo vigente e as diretrizes éticas formuladas pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal, sob o protocolo n® 10511. O experimento foi realizado na Granja
Agua Limpa, localizada no municipio de Piau — MG (latitude: 21° 30’ 34>’ S; longitude:
43°19° 22> W), a 2 km do Campo Experimental de Coronel Pacheco, pertencente ao
Centro Nacional de Pesquisa em Gado de Leite (EMBRAPA - Gado de Leite, Juiz de Fora,
Minas Gerais). Foram utilizadas oito cabras da raca Toggenburg nio prenhes e com 135 +
21 dias em lactagdo, separadas de acordo com o nimero de lactagdes para formar dois
Quadrados Latinos 4 X 4, um composto por primiparas e o outro por multiparas. Ao inicio
do experimento, as cabras primiparas apresentavam uma produ¢do média de 2,9 + 0,1 kg
de leite por dia, peso vivo de 47,2 = 0,5 kg e escore de condi¢do corporal (ECC) de 2,5. Os
animais pertencentes ao grupo das multiparas apresentavam uma producdo média de 2,2 +
0,1 kg de leite por dia, peso vivo de 46,2 + 7,2 kg e ECC de 2,5. Os animais foram
mantidos em baias individuais, onde recebiam as dietas experimentais e acesso ad libitum a

agua e sal mineral para caprinos.

5.2 DIETAS E TRATAMENTOS

As exigéncias nutricionais foram calculadas de acordo com o NRC (2007) e a
formulagdo das dietas foi realizada através do programa Small Ruminant Nutrition System
(TESDESCHI et al., 2010). Para cada categoria (primiparas ou multiparas), foi formulado
um concentrado para complementar ou exceder as exigéncias nutricionais em relagdo ao
suprido pela silagem de milho, nico volumoso fornecido ad libitum aos animais durante
todo o periodo experimental. Os ingredientes do concentrado experimental e a composi¢ao

quimica da silagem de milho e do concentrado sdo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1 - Composicdo dos ingredientes e analises quimicas do concentrado e silagem de milho fornecido
para cabras Toggenburg

Composi¢ao Primiparas Multiparas

Ingredientes concentrado, % da MS

Milho moido 473 50,0
Farelo de soja 45,5 43,9
Premix vitam./mineral 4,5 3,5
Calcario calcitico 2,7 2,6

Andlises quimicas’

Concentrado

MS, % 88,4 88,2
Proteina Bruta, % MS 214 22,6
FDN, % da MS 22,3 24,6
FDA, % da MS 13,7 15,8
NIDA, % da MS 0,21 0,21
NDIN, % da MS 0,47 0,49
Lignina, % da MS 3,97 3,92
EE, % da MS 4,1 4,1

Silagem de milho

MS, % 38,5 38,5
Proteina Bruta, % MS 8,2 8,2
FDN, % da MS 64,4 64,4
FDA, % da MS 34,2 34,2
NIDA, % da MS 0,19 0,19
NIDN, % da MS 0,23 0,23
Lignina, % da MS 3,32 3,32
EE, % da MS 3,9 3,9

' Os valores apresentados ndo incluem os suplementos lipidicos usados.

Fonte: produc¢do do proprio autor

Os animais foram submetidos a quatro tratamentos, que consistiam em niveis
crescentes de inclusdo, na dieta, de um suplemento lipidico contendo cerca de 60% de

CLA total na forma de ésteres metilicos (Luta-CLA 60", BASF, Séo Paulo, Brasil) e sendo
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o suplemento lipidico “controle”, Megalac-E (Church & Dwight, Nova ponte, MG). Os
tratamentos foram os seguintes: Controle — CLAO) 45 g/d de Megalac-E; CLA1S5) 30 g/d
de Megalac-E + 15 g/de CLA60 (Luta-CLA 60™); CLA30) 15 g/d de Megalac-E + 30 g/d
de CLA60 (Luta-CLA 60%); CLA45) 45 g/d de CLA60 (Luta-CLA 60%). O suplemento de
CLA continha 29,9% do isomero CLA trans-10, cis-12 (Tabela 2). Desta forma, os
animais receberam uma dose de 0, 4,48, 8,97 e 13,45 g/d deste isomero de CLA nos
tratamentos CLAO, CLA15, CLA30 e CLAA45, respectivamente. A definicdo das doses
empregadas foi baseada em experimento prévio com ovinos no qual o0 mesmo suplemento
de CLA foi utilizado (OLIVEIRA et al., 2008). Os suplementos lipidicos foram misturados
diariamente a 1 kg de concentrado (em base natural), o qual foi dividido em duas porcdes
iguais, as quais foram fornecidas apos as ordenhas da manha (05:00 h) e da tarde (15:00 h).
Ap6s a ingestdo completa do concentrado, era fornecido silagem de milho aos animais, “ad
libitum”. As sobras da silagem eram pesadas diariamente, antes da ordenha da manha, para

determinagdo do consumo de matéria seca (MS).
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Tabela 2 — Perfil de 4acidos graxos dos suplementos lipidicos utilizados.

Suplemento

AG (g/100g AG) Megalac-E  CLA
> C4até Cl1 0,67 nd
C12:0 2,85 nd
C14:0 1,12 nd
C14:1 cis-9 0,01 nd
C15:0 0,06 nd
C16:0 17,09 4,10
Cl6:1 cis-9 0,21 nd
C17:0 0,15 nd
C17:1 cis-9 0,06 nd
C18:0 6,65 3,60
> C18:1 trans-4 até trans-

16 4,76 nd
C18:1 cis-9 18,64 27,40
> C18:1 cis-11 até cis-13 2,33 nd
C18:2 trans-9, trans-12 0,05 nd
C18:2 cis-9, trans-12 0,31 nd
C18:2 trans-9, cis-12 0,48 nd
C18:2 cis-9, cis-12 35,32 1,20
C18:3 cis-9, cis-12, cis-15 3,09 nd
CLA cis-9, trans-11 0,16 29,80
CLA trans-9, cis-11 0,07 nd
CLA trans-10, cis-12 nd 29,90
> >Cl18 1,49 nd
Outros 4,52 3,00

nd: ndo detectado.

Fonte: produ¢do do proprio autor

5.3 PERIODO EXPERIMENTAL

Antes do inicio do estudo, os animais foram submetidos a um periodo de adaptacao
de cinco dias, onde receberam a dieta basal sem a inclusdo dos suplementos lipidicos
(periodo pré-experimental). A seguir, os animais receberam cada tratamento por um
periodo de 12 dias (Periodo de Suplementagdo), separados por intervalos de seis dias

(Periodo de Intervalo) durante os quais os suplementos lipidicos (tratamentos) ndo foram
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fornecidos com o objetivo de minimizar um possivel efeito residual. Portanto, o
experimento teve a duragdo de 66 dias, sendo quatro periodos experimentais com 12 dias

cada, separados por trés intervalos de 6 dias.

5.4 COLETA DE AMOSTRAS

Amostras da silagem e dos concentrados foram coletadas semanalmente ao longo
do experimento. A partir destas amostras foi feita uma amostra composta, que foi
congelada a -20°C para posterior analise bromatoldgica. Amostras dos suplementos
lipidicos foram também coletadas no inicio do experimento e armazenadas a -20°C para
determinagdo do perfil de 4cidos graxos.

As amostras de leite destinadas a determinagdo da composicdo quimica e contagem
de células somaticas (CSS) foram coletadas no ultimo dia do periodo de adaptagdo, nos
ultimos trés dias de cada periodo experimental e nos dois ultimos dias dos intervalos entre
os periodos experimentais (Figura 2). O leite colhido (representativo das duas ordenhas)
foi homogeneizado e armazenado em frascos contendo conservante (bromopol D & F
Control System Inc., San Ramon, CA-USA) e mantido em ambiente refrigerado até o dia
seguinte, quando entdo as amostras eram enviadas para o Laboratério de Qualidade do
Leite da Embrapa Gado de Leite para realiza¢do das analises.

Para determinagdo do perfil de acidos graxos do leite, foram coletadas amostras no
ultimo dia de cada periodo experimental (Figura 2). O leite foi coletado nas duas ordenhas
em frascos sem conservante e armazenado a -20°C para posterior analise.

Ainda no ultimo dia de cada periodo experimental, com os animais em jejum
alimentar e apds a ordenha da manha foram coletadas duas amostras de sangue de cada
animal (Figura 2). As coletas foram feitas através da pun¢do da veia jugular em tubos tipo
“Vacutainer” de 5 mL (Zhejiang Kangshi Medical Devices Co., Hangzhou, China),
contendo anti-coagulante (4cido etilenodiamino tetra acético (EDTA)) e mantidas em
refrigeracdo. Imediatamente apos a coleta o sangue foi centrifugado a 2800 x g por 15min
e o plasma resultante foi armazenado a -20°C para posterior andlise de 4cidos graxos nao

esterificados (AGNE) e glicose.
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Figura 2 — Linha do tempo com os dias de coleta de amostras.

\
|
Dia 1 10 11 12

LY S
o N

PS Pl
O caractere (ﬁ\) indica os dias onde ocorreu a coleta de leite para a determinacdo da composigdo do leite. O

caractere ( ’) indica o dia onde ocorreu coleta de leite para a determinag@o do perfil de 4cidos graxos e coleta

de sangue. 'Periodo de suplementagdo. 2Periodo de intervalo.

Fonte: produgdo do préoprio autor

5.5 AVALIACAO DO ESCORE DE CONDICAO CORPORAL E DO PESO VIVO DOS
ANIMAIS

No ultimo dia (12°) de cada periodo experimental foram determinados o peso vivo
e o escore de condicdo corporal (ECC) dos animais através da avaliacdo visual e tatil,
atribuindo valores variando de 1 a 5, com incrementos de 0,25. A escala utilizada foi a
descrita por Villaquiran et al. (2005), onde os animais foram classificados como 1 (muito

magros) ou 5 (obesos).
5.6 ANALISES LABORATORIAIS
5.6.1 Alimentos

Os alimentos (silagem e concentrado) tiveram as suas fra¢cdes matéria seca (MS),
proteina bruta (PB), extrato etéreo (EE) e cinzas determinadas de acordo com AOAC
(2000) (Métodos 934.01, 988.05, 925.38 e 923.03, respectivamente). As fracdes fibra em
detergente neutro (FDN), fibra em detergente acido (FDA), nitrogénio insolivel em
detergente neutro (NIDN), nitrogénio insoliivel em detergente acido (NIDA) e lignina

foram determinadas de acordo com Van Soest et al. (1991). Para a determinagao da fragdo
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FDN na silagem milho e concentrado foi utilizado alfa-amilase termoestavel e corrigida

para cinzas.

5.6.2 Leite

Os componentes fisico-quimicos do leite (proteina, gordura, lactose e solidos totais)
foram determinados por espectroscopia no infravermelho (IDF, 2000) utilizando o
aparelho Bentley 2000 e a contagem de células somaticas (CCS) foi determinada através
de citometria de fluxo (IDF, 2006), com o uso do aparelho Bentley BactoCount IBC
(AOAC, 2000; método 972.160) pelo Laboratorio de Qualidade do Leite do CNPGL —
EMBRAPA.

Para a anadlise do perfil acidos graxos do leite, a amostra (~ 40 mL) foi centrifugada
a 17800 x g/30min a 8°C para a obten¢dao da fracdo gordurosa. A extracdo da fragdo
lipidica da gordura do leite foi feita segundo o método de Hara e Radin (1978), utilizando
uma mistura 3:2 (volume/volume) de hexano e isopropanol (18 mL/g de gordura extraida)
seguida por uma solugdo de sulfato de sédio 67 g/L (12 mL/g de gordura extraida). A
obtencdo dos ésteres metilicos de acidos graxos (EMAG) do leite se deu por catalise
alcalina (0,4 mL de 5,4 mol/L de solu¢ao de metdxido de sodio + 1,75 mL de metanol) de
acordo com Christie (1982) com modificacoes (CHOUINARD et al., 1999). A mistura foi
neutralizada com &cido oxalico (1g de acido oxdlico em 30 mL de éter dietilico), com
adi¢do de cloreto de calcio para remover residuos de metanol.

Os EMAG foram determinados por cromatografia gasosa (modelo 6890 N; Agilent
Technologies, Barueri-SP, Brasil), equipado com detector de ionizagdo de chama e coluna
capilar de silica fundida CP-Sil 88 (100 m x 25 mm x 0,2 um de espessura de filme
(Varian Inc., Mississauga, Canadd). As condi¢des de operagdo incluiram: temperatura de
injecdo e detecgdo a 250°C, gas hidrogénio (Hz) como gas de arraste (1 mL/min) e para o
detector de ioniza¢do de chama (35 mL/min), gas nitrogénio (N,) como gés auxiliar (30
mL/min) e ar sintético (286 mL/min). O programa de temperatura foi: temperatura inicial
de 45°C mantida por 4 min, a taxa de incremento na temperatura foi de 13°C/min até
atingir 175°C, a qual foi mantida por 27 min, com novo aumento da temperatura até 215°C
(4°C/min) e mantida por 35 min (CRUZ-HERNANDEZ et al., 2007). Os EMAG foram
identificados por compara¢do com trés EMAG padrdes de referéncia (Supelco 37 mix

47885-U, Linoleic acid isomers mix 47791 e CLA isomers mix 05632; Sigma Aldrich®,
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St. Louis, MO, USA) e com base na literatura (Kramer et al., 2001; Cruz-Hernandez et
al.,2007).

5.6.3 Suplementos lipidicos

O perfil de acidos graxos do MEGALAC-E (sais de calcio) foi determinado por
método de extracdo e metilacdo em etapa Unica (‘one-step procedure’) descrito
originalmente por Sukhija e Palmquist (1988), com modifica¢des (Jenkins and Palmquist,
2003). Basicamente, as modificagdes incluiram o uso de uma solucdo de metilagdo mais
concentrada (10% de HCl em metanol) e incubagdo a 90°C por 2 h. Além disso, C13:0 em
vez de C19:0 foi usado como padrio interno para determinag¢ao da concentragdo de 4acidos
graxos totais na amostra. Para determinag@o do perfil de acidos graxos do CLA (Luta-CLA
60"), uma amostra de 40 uL foi misturada a 2 mL de hexano e adicionada de cloreto de
calcio (~ 200 mg); a solu¢do foi entdo agitada em vortex e deixada descansar por 1 hora
antes de ser transferida para frascos de 2 mL e injetada no cromatdgrafo. As condi¢des
cromatograficas utilizadas foram as mesmas descritas previamente para determinagdo do

perfil de acidos graxos do leite.

5.6.4 Parametros sanguineos

A determinacdo da concentragdo de AGNE foi feita por andlise enzimatico-
colorimétrico (NEFA C; Wako Pure Chemical Industries, Osaka, Japan) usando uma
microplaca de 96 pocos para ELISA. Os niveis plasmaticos de glicose foram determinados
através de leitura direta (glicose oxidase imobilizada em membrana) em um analisador

automatico YSI 2007 (Bicochemistry Analyzer, Yellow Springs, EUA).

5.7 CALCULOS

Os valores iniciais obtidos para a contagem de células somaticas foram convertidos
para escore linear utilizando a transformacao logaritmica (log CCS = log2 (CCS/100.000)
+ 3) proposta por Dabdoub e Shook (1984).

Os indices de dessaturase foram calculados para cinco pares de acidos graxos que

representa o produto e substrato da enzima Estearoil-CoA Dessaturase (A’-dessaturase).
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Onde, os pares de acidos graxos foram C14:1 cis-9/C14:0, C16:1 cis-9/C16:0, C17:1 cis-
9/C17:0, C18:1 cis-9/C18:0 e CLA cis-9, trans-11/C18:1 trans-11. Os indices foram
calculados de acordo com definido por Kelsey et al. (2003) onde : indice dessaturase =
produto da A’-dessaturase / (produto da A’-dessaturase + substrato da A’-dessaturase).

O balango energético foi calculado para o dia 0 e o ultimo (12°) dia de cada periodo
experimental de acordo com a seguinte equacao: Balaco energético (Mcal/d) = consumo de
energia matabolizavel (EM/d) — (EM mantenca (EMm) + EM lactagdao (EMI)/d). O
consumo de EM foi calculado através da multiplicacdo entre o consumo de MS e o
conteido de EM da dieta com os tratamentos (EM dieta + EM suplemento). Para a
determinagdo da EM da dieta foi utilizado o sistema da Universidade de Langston

(disponivel em: http://www.lusaresext.edu/goat/reasearch/me4.html), que utiliza como

base os nutrientes digestiveis totais (NDT), o qual foi determinado de acordo com Weiss;
Conrad; Pierre (1993). A digestibilidade e a absor¢do dos acidos graxos de ambos os

suplementos foram assumidas como semelhantes.

5.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram submetidos a andlise de varidncia usando o procedimento GLM
(PROC GLM) do pacote estatistico SAS (SAS INSTITUTE, 2000). A soma de quadrados
do tratamento foi decomposta com o uso de contrastes ortogonais polinomiais para testar a
significancia das respostas linear, quadratica e ctbica aos tratamentos experimentais. As
médias de quadrados minimos sdo apresentadas e os efeitos dos tratamentos foram
declarados como significativos quando P<0,05.

As relagdes entre o CLA trans-10, cis-12 presente na dieta e no perfil de acidos
graxos do leite e as varidveis avaliadas foram inicialmente examinadas através de regressao
linear utilizando o procedimento REG (PROC REG). No caso de outros tipos de
associacdo que ndo linear entre as variaveis, a analise de regressdo foi feita empregando o
procedimento NLIN (PROC NLIN), utilizando um modelo com um decaimento
exponencial. O procedimento NLIN foi empregado através do seguinte modelo estatistico,
y = Bo*e® *+cte, onde: y é o conteudo ou produgdo de gordura, x é a dose de CLA frans-
10, cis-12 ou a sua concentracao/produgdo no leite e o € € o termo do erro na regressao. Os
parametros [ e B representam, respectivamente, a escala e a taxa do declinio exponencial

e o ¢ ¢ constante da menor assintota. Para as relagdes avaliadas através do procedimento
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REG o modelo estatistico foi, y = Bp + 1 * x + ¢, onde: onde o y € a concentragdo ou
producdo do CLA trans-10, cis-12 no leite, x ¢ a dose de CLA trans-10, cis-12. O ¢
representa o erro na regressao € os parametros By e B sdo os coeficientes de regressao.

Os dados encontrados fora dos residuos “estudentizados” entre -2 e 2 foram

considerados outliers e removidos da anélise.
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6. RESULTADOS

Durante o experimento, todos os animais consumiram toda a por¢do didria de
concentrado, garantindo assim a completa ingestdo dos suplementos lipidicos em cada
tratamento. Nao houve interacdo entre os niveis de CLA na dieta e as diferentes categorias
de animais (multiparas e primiparas) entdo os dados foram agrupados.

O fornecimento de doses crescentes de CLA ndo alterou o consumo de MS da
silagem, que foi, em média, 0,85 = 0,26 kg/d (média + DP). Do mesmo modo, o PV ¢ o
ECC também ndo sofreram efeitos com o aumento do nivel de inclusdo de CLA na dieta. O

PV e ECC médios foram de 45,98 + 6,19 kg e 2,75 + 0,36, respectivamente (Tabela 3).

Tabela 3 - Efeito das doses crescentes de acido linoleico conjugado sobre o desempenho, produgdo e
composicdo do leite de cabras Toggenburg. (Com os dados de ambas categorias agrupados).

Tratamentos® Valor-P"
CLAO CLALS CLA30 CLA45  EPM'  L°

CMSS, kg/d 0,85 0,86 0,82 0,84 0,04 0,73
PV, kg 452 45,4 46,6 46,8 0,43 0,44
ECC 2,75 2,75 2,72 2,78 0,06 0,83
Log CCS* 6,09 5,68 6,02 6,38 0,29 0,37
Produgao

Leite, kg/d 2,32 2,37 2,41 2,35 0,07 0,67

Gordura, g/d 67,80 57,70 46,88 40,34 2,58 <0,01

Proteina, g/d 63,69 65,48 65,44 65,51 1,83 0,53

Lactose, g/d 88,33 90,93 91,85 89,81 2,49 0,64
Concentracao

Gordura, % 2,90 2,40 1,94 1,72 0,08 <0,01

Proteina, % 2,76 2,77 2,75 2,79 0,03 0,52

Lactose, % 3,81 3,82 3,80 3,82 0,03 0,85

* Os tratamentos foram 0, 15, 30 e 45 g/d de CLA (CLAO, CLA15, CLA30 e CLA45, respectivamente)
®Consumo de matéria seca de silagem

¢ Contagem de células somaticas. (log CCS = log2 (CCS/100.000) + 3)

4 Erro padrdo da média (n=8).

¢ Efeito linear da resposta ao CLA. Nio foi observado efeito quadratico e ctbico

fSigniﬁca“mcia (P<0,05). Nao houve efeito de interagdo entre tratamentos e quadrado latino para as variaveis.

Fonte: produgdo do proprio autor

A produgdo de leite, a contagem de células somatica (CCS), o teor e a produgdo de

proteina e lactose do leite ndo diferiram entre os tratamentos (Tabela 3). Por outro lado, a
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concentragdo e produgdo de gordura do leite foram reduzidas linearmente com o aumento
das doses de CLA. Em relagdao ao tratamento CLAO, os tratamentos CLA15, CLA30 e
CLAA45, resultaram, respectivamente, em uma queda de 17,2, 33,1 e 41,0% no teor de
gordura e 14,9, 30,9 e 40,5% na produg¢do de gordura do leite.

A partir da avaliagdo da variacdo temporal do conteido e producdo da gordura
durante (dias 10, 11 e 12) dos PS e entre (dias 5 e 6) PI, foi possivel visualizar que houve
um aumento da produ¢do (Figura 3, A) e do teor (Figura 3, B) da gordura do leite em
resposta ao tratamento Controle (CLAO). A partir desta observagao, assumindo o conteudo
e a produgcdo da gordura do leite do dia 0 como 100% foi possivel comparar
percentualmente o efeito estabelecido dos tratamentos (dia 12) em relagdo a nao
suplementagdo lipidica (dia 0). Em relacdo ao dia 0, em média, o tratamento controle
aumentou a producdo de gordura em 18,7%, enquanto os tratamentos CLA15, CLA30 e
CLAA45, reduziram, respectivamente, a produ¢do de gordura em 8,1, 26,1 e 32,7% (Figura
4, A). Da mesma forma, o percentual de gordura do leite aumentou em 26,4% com o
tratamento controle na dieta, sendo que, os demais tratamentos, CLA15, CLA30 e CLAA45,

respectivamente, uma reduziram em 4,5, 21,5 e 28,3% esta mesma variavel (Figura 4, B).

Figura 3 - Dias de avaliagdo da produg@o (A) e percentagem (B) de gordura do leite do leite de cabras
Toggenburg suplementadas com CLAO (¢), CLA15 (m), CLA30 (A) e CLA45 (o).
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Fonte: produgdo do préprio autor
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Figura 4 - Relagdo entre produgdo (A) e percentagem (B) de gordura do leite de cabras Toggenburg,
considerando o dia 0 como 100%, e doses crescentes de CLA trans-10, cis-12.
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Fonte: produgdo do préprio autor

A composic¢ao da gordura do leite foi modificada pelas doses de CLA trans-10, cis-
12 (Tabela 4), havendo uma reducdo linear (P<0,05) dos seguintes acidos graxos: C6:0,
C8:0, C10:0, C11:0, C12:0, C13:0, C14:1 cis-9, C16:0, Cl6:1 cis-9, C17:1 cis-9, C18:3
cis-9 cis-12 cis-15 e C20:4 n-6. Ja os acidos graxos C18:0, C18:1 trans-9, C18:1 trans-10,
Cl18:1 trans-11, C18:1 trans-12, CLA cis-9, trans-11, CLA trans-10, cis-12 e C20:1 cis-
11 aumentaram linearmente com as doses de CLA. Quando agrupados de acordo com a
origem, os acidos graxos oriundos da sintese de novo (<C16) e/ou pré-formados (C16)
sofreram reducao com o fornecimento das diferentes doses de CLA (Tabela 4). Os acidos
graxos captados da circulagdo sanguinea (>C18), por sua vez, aumentaram linearmente de
acordo com os niveis crescentes de CLA (Tabela 4). Este efeito, foi caracterizado
principalmente, pelo incremento linear nos acidos graxos C18:1 trans (3, C18:1 trans,

Tabela 4).

Tabela 4 - Perfil de acidos graxos (AG) do leite de cabras Toggenburg suplementadas com niveis crescentes
do 4cido linoleico conjugado (CLA).

Tratamentos® Valor-P¢
AG (g/100g AG)” CLA0O CLAI5 CLA30 CLA45 EPM® LY
C4:0 2,87 3,05 2,96 2,79 0,07 0,30
C6:0 2,31 2,05 1,80 1,60 0,05 <0,01
C8:0 2,35 1,94 1,59 1,40 0,06 <0,01

C10:0 7,63 6,44 5,36 4,82 0,20 <0,01



C11:0 0,20 0,14 0,10 0,07 0,01 <0,01

C12:0 3,50 3,08 2,68 2,61 0,11 <0,01
C13:0 0,05 0,05 0,07 0,08 0,005 <0,01
C14:0 8,59 8,7 8,58 8,67 0,29 0,91
Cl4:1 cis-9 0,09 0,07 0,05 0,04 0,004 <0,01
C15:0 0,52 0,57 0,58 0,64 0,02 <0,01
C15:0 iso 0,20 0,19 0,22 0,20 0,01 0,39
C15:0 anteiso 0,32 0,37 0,34 0,36 0,02 0,27
C16:0 2433 2422 23,19 21,62 0,36 <0,01
C16:1 cis-9 0,62 0,43 0,39 0,33 0,02 <0,01
C17:0 0,38 0,39 0,42 0,42 0,01 0,12
C17:1 cis-9 0,14 0,12 0,11 0,09 0,01 <0,01
C18:0 12,83 15,39 17,52 19,07 0,49 <0,01
C18:1 trans-4 0,03 0,04 0,04 0,03 0,004 0,44
C18:1 trans-5 0,03 0,03 0,04 0,04 0,004 0,19
C18:1 trans-6+trans-T+trans-8 0,21 0,26 0,30 0,28 0,02 <0,01
C18:1 trans-9 0,30 0,34 0,43 0,42 0,02 <0,01
C18:1 trans-10 0,54 0,92 1,21 1,40 0,04 <0,01
C18:1 trans-11 1,27 1,52 2,10 2,21 0,13 <0,01
C18:1 trans-12 0,48 0,61 0,72 0,82 0,04 <0,01
C18:1 trans-13+trans-14 0,53 0,71 0,75 0,68 0,04 0,01
C18:1 cis-9 + trans-15 18,70 17,60 16,59 16,4 0,63 0,07
C18:1 trans-16 0,36 0,37 0,39 0,41 0,03 0,25
C18:1 cis-11 1,38 1,23 1,28 1,34 0,07 0,80
C18:1 cis-12 0,80 1,15 1,08 1,00 0,07 0,10
C18:1 cis-13 0,08 0,09 0,09 0,08 0,008 0,73
C18:2 cis-9 trans-12 0,02 0,02 0,01 0,01 0,006 0,24
C18:2 cis-9 cis-12 2,80 2,58 2,68 2,74 0,08 0,82
CLA cis-9 trans-11 0,53 0,56 0,71 0,82 0,03 <0,01
CLA trans-10 cis-12 0,03 0,14 0,29 0,47 0,02 <0,01
C18:3 cis-9 cis-12 cis-15 0,15 0,14 0,13 0,13 0,004 <0,01
C18 n3 0,01 0,01 0,007 0,005 0,003 0,01
C20:0 0,21 0,23 0,24 0,24 0,005 <0,01
C20:1 cis-11 0,04 0,04 0,05 0,05 0,002 <0,01
C20:3 n-6 0,02 0,02 0,02 0,03 0,003 0,35
C20:4 n-6 0,18 0,15 0,15 0,14 0,006 <0,01
C22:0 0,04 0,05 0,06 0,05 0,003 <0,01
C24:0 0,03 0,03 0,02 0,03 0,005 0,99
Outros 3,91 3,90 4,61 5,32 0,20 <0,01

*Os tratamentos foram 0, 15, 30 e 45 g/d de CLA (CLAO, CLA15, CLA30 e CLA45, respectivamente).

b Acido Graxo.

¢ Erro padrio da média (n=8).
¢ Efeito linear (L) da reposta ao CLA. Nio foi observado efeito quadrético e cubico.
¢Significancia (P<0,05).

Fonte: produgdo do proprio autor
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A concentragdo do CLA trans-10, cis-12 no perfil de acidos graxos do leite foi
aumentada de acordo com as doses de CLA. Em comparagdo com ao tratamento CLAO, os
crescentes niveis de CLA (CLA15, CLA30 e CLA45) aumentaram em 366,7, 866,7 ¢
1466,7% a concentragdo deste isdmero. Este aumento na concentragdo do CLA trans-10,
cis-12 apresentou uma relacdo com o padrdo de depressdo na gordura do leite das cabras,

sendo uma relacdo inversa e ndo linear com a gordura do leite, apresentada na Figura 5.

Figura 5 - Relagfo entre concentragdo de CLA trans-10, cis-12 no leite de cabras e a reducdo da producdo
(A) e teor (B) de gordura do leite de cabras Toggenburg.
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Fonte: produ¢do do proprio autor

Outro acido graxo que apresentou uma relagdo inversa, porém, linear com a gordura

do leite, foi o C18:1 trans-10 (Figura 6).
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Figura 6 - Relagéo entre concentragdo de C18:1 trans-10 no leite e a redugdo da produgdo (A) e teor (B) de
gordura do leite de cabras Toggenburg.
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Fonte: produgdo do proprio autor

Alguns pares de acidos graxos representam a relacdo produto/substrato da enzima
Estearoil-CoA Dessaturase (A9-dessaturase) e sao uma medida indireta da sua atividade na
glandula mamaria. Os indices de dessaturase foram calculados para cinco pares de acidos
graxos (14:1/14:0, 16:1/16:0, 17:1/17:0 18:1c¢is-9/18:0 e CLA cis-9, trans-11/C18:1 trans-
11) que representam a relagdo produto/substrato para esta enzima (Tabela 5). Em relagao
ao CLAO, o fornecimento de doses crescentes de CLA reduziu linearmente quatro indices

de dessaturase, sendo o indice CLA cis-9, trans-11/C18:1 trans-110 tnico nio alterado.
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Tabela 5 - Efeito das doses crescentes de CLA nas diferentes origens do perfil de acidos graxos e indices de
dessaturase do leite de cabras Toggenburg.

€

Tratamentos *

AG (g/100g de AG)° CLA0O  CLAI5  CLA30  CLA45 EPM® L%
Somatorio
<C16 28,66 26,67 24,35 23,30 0,66 <0,01
C16 25,17 24,65 23,57 21,95 0,35 <0,01
>C16 42,15 44,78 47,46 49,42 0,78 <0,01
Y C18:1-trans 3,75 4,81 5,98 6,29 0,23 <0,01
Y C18:1-cis 20,96 20,07 19,05 18,82 0,66 0,12
Y C18:1 24,71 24,89 25,04 25,11 0,55 0,59
Y Saturados 63,59 66,91 65,75 64,71 1,54 0,76
> AGMI* 25,48 25,55 25,63 25,62 0,57 0,84
Y AGPI® 3,76 3,63 4,01 4,34 0,10 <0,01
Indices de dessaturase”
14:1/14:0+14:1 0,01 0,009 0,006 0,005 0,0005  <0,01
16:1/16:0+16:1 0,019 0,018 0,016 0,015 0,0007  <0,01
17:1/17:0+17:1 0,27 0,24 0,21 0,18 0,01 <0,01
18:1¢is-9/18:0+18:11cis-9 0,59 0,53 0,49 0,46 0,01 <0,01
CLA! 0,30 0,27 0,26 0,27 0,01 0,09

*Os tratamentos foram 0, 15, 30 e 45 g/d de CLA (CLAO, CLA15, CLA30 e CLA45, respectivamente).
® Acido Graxo.

Erro padrdo da média (n=8).

¢ Efeito linear (L) da reposta ao CLA. Nio foi observado efeito quadrtico e cubico.

¢Significancia (P<0,05).

f Acidos graxos Monoinsaturados.

¢ Acidos graxos Poli-insaturados.

f‘ Valores representam a relagio produto/(produto + substrato) para A’-dessaturase.

'C18:2 cis-9, trans-11/ C18:2 cis-9, trans-11+ C18:1 trans-11.

Fonte: produgdo do proprio autor

O fornecimento de doses crescentes de CLA resultou na reducao da secre¢dao de
todos os acidos graxos que, quando agrupados de acordo com a sua origem, denotam uma
maior depressao da secre¢ao dos acidos graxos provenientes da sintese de novo (Figura 7).

Entretanto, alguns 4cidos graxos tiveram a sua secre¢do aumentada conforme o incremento

da dose de CLA.
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Figura 7 - Secrecdo de acidos graxos do leite de cabras Toggenburg em resposta ao fornecimento das doses
crescentes de CLA trans-10, cis-12 (CLAO (m), CLA15 (M), CLA30 (m) e CLA45 (1)) de acordo
com a origem dos acidos graxos: oriundos da sintese de novo (<C16), extraidos da circulagdo
sanguinea (>C16) e de ambas as fontes (C16:0 e C16:1).

30 7

Secrecio de acido graxo (g/d)

<Cl16 Cl6 >Cl16

Fonte de acido graxo

Fonte: produgdo do proprio autor

A secre¢dao do CLA ftrans-10, cis-12 aumentou linearmente (P<0,01) (Figura 8, A)
de 0,02 (CLAO) para 0,07, 0,12 e 0,18 g/d para os tratamentos CLA15, CLA30 e CLAA45,
respectivamente. O acido graxo C18:1 trans-10 também teve a sua secrecdo aumentada
linearmente (P<0,01) (Figura 8, B). O valor inicial foi 0,34 para o tratamento CLAO
aumentando para 0,48 0,52 e 0,52 g/d para os tratamentos CLA15, CLA30 e CLAA4S5,
respectivamente. Outros acidos graxos como o CLA cis-9, trans-11, C18:1 trans-11 e

outros C18:1 trans nao sofreram efeitos dos tratamentos.
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Figura 8 - Efeito de doses de CLA trans-10, cis-12 (CLAO (m), CLA15 (M), CLA30 (m) e CLA45 (/") sobre
a secre¢do de CLA trans-10, cis-12 (A) e a secrecdo do C18:1 trans-10 (B) no leite de cabras

Toggenburg.
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Fonte: produgdo do proprio autor

Com base na secrecdo do CLA trans-10, cis-12 no leite foi estimada a bio-
hidrogenacao ruminal deste acido graxo. Utilizando a Equagdo 5 proposta por de Veth et
al. (2004), estimou-se uma bio-hidrogenagdo média de 95,7, 95,2 e 94,8%, para os
tratamentos CLA15, CLA30 e CLA45 (respectivamente), sendo que estes valores nao
diferiram entre si (P>0,05) resultando em 0,19, 0,43 ¢ 0,70 g/d de CLA trans-10, cis-12
chegando ao abomaso, respectivamente, para os tratamentos CLA15, CLA30 e CLA4S5.
Para este mesmo isomero e utilizando como base a sua secregdo no leite foi calculada a
eficiéncia de transferéncia da dose fornecida. Através da correcdo com a quantidade de
CLA trans-10, cis-12 observada no tratamento CLAO (controle), foi encontrado uma
eficiéncia de transferéncia de 1,18, 1,17 e 1,21% para os tratamentos CLA15, CLA30 e
CLAA4S5, respectivamente, sendo que as mesmas ndo diferiram entre si (P>0,05).

O balango energético (BE) calculado esta apresentado na Tabela 6. As doses
crescentes de CLA ndo afetaram o BE no dia 0 tanto para as primiparas como para as
multiparas. No entanto, no dia 12, o BE de ambas as categorias foi afetado positivamente,
aumentando de forma linear (P<0,01). Os parametros metabdlicos avaliados (glicose e
acidos graxos nao esterificados (AGNE)), ndo foram afetados (P>0,05) pelas doses

crescentes de CLA.
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Tabela 6 - Balango energético de cabras leiteiras Toggenburg determinado nos dias 0 e 12 do periodo de

suplementaggo de doses crescentes de CLA.

Tratamentos® Valor-P#
CLA0O  CLAIS CLA30 CLA45 EPM' L

Primiparas

BE dia 0, Mcal/d® 0,49 0,40 0,59 0,68 0,21 0,42

BE dia 12, Mcal/d* 0,40 0,37 0,60 0,55 0,15 <0,01
Multipara

BE dia 0, Mcal/d® 0,88 0,67 0,72 0,97 0,21 0,42

BE dia 12, Mcal/d* 0,32 0,75 0,88 1,24 0,15 <0,01

¢ Os tratamentos foram 0, 15, 30 e 45 g/d de CLA (CLAO, CLA15, CLA30 e CLA45, respectivamente)
¢ Balango energético (BE) referente aos dias 0 ¢ 12 do periodo experimental, BE=consumo de energia

metabolizavel (EM) — (EM mantenca + EM lactag@o).

¢ Efeito linear (L) da reposta ao CLA

fErro padrio da média (n=8).
£ Significancia (P<0,05)

Fonte: produ¢do do proprio autor
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7. DISCUSSAO

Dentre os isomeros do acido linoleico conjugado (CLA), o trans-10, cis-12 € o
unico que apresenta uma série de evidéncias que indicam a sua influéncia na sintese da
gordura do leite. Essa constatacdo se baseia em experimentos que utilizaram infusdes
abomasais (BAUMGARD et al., 2000; BAUMGARD et al., 2001) ou formas protegidas da
bio-hidrogenacdo ruminal desse isomero (de VETH et al., 2005). Dessa forma, os efeitos
anti-lipogénicos observados no presente experimento sdo atribuidos ao isdmero trans-10,
cis-12, pois o isomero cis-9 trans-11, também presente no suplemento, ndo possui efeitos
sobre a lipogénese mamaria (BAUMGARD et al., 2000).

O aumento gradativo das doses de CLA trans-10, cis-12 resultou em quedas
crescentes no teor e producao da gordura do leite das cabras, caracterizando uma resposta
dose-dependente. A comparacdo inicial da relagdo entre dose-resposta obtida neste
trabalho com outros estudos com cabras, sugere uma magnitude de depressdo da gordura
do leite semelhante entre os trabalhos, apesar de o presente estudo ter utilizado uma fonte
desprotegida da bio-hidrogenacdo ruminal. Um dos fatores que possivelmente contribuiu
para a observacdo deste efeito foi o aumento da produgdo e teor de gordura do leite das
cabras quando suplementadas apenas com o tratamento controle (CLA0). Uma maneira de
visualizar este efeito foi através da comparacdo da producdo e teor de gordura do leite
entre os dias 0 e 12 nos PS. Considerando os valores obtidos no dia 0 como 100%, foi
possivel fazer uma correcdo e determinar o efeito dos tratamentos (dia 12) em relagdo ao
periodo de ndo suplementagdo lipidica. Como a comparagdo inicial entre os tratamentos
eram feitas com base nos valores obtidos no dia 12 de PS, o aumento na gordura do leite
causado pelo controle deu a falsa impressdo de uma maior redugdo. Dessa forma, a redugdo
no teor e producdo de gordura do leite apresentados na Figura 4 apds a correcdo sao
menores que o inicialmente encontrado. Esta a¢do do tratamento controle (Megalac-E)
sobre a gordura do leite corrobora os resultados de experimentos prévios nos quais a adi¢do
de gordura na dieta de cabras levou ao aumento do teor de gordura do leite (BERNARD et
al., 2009a; BERNARD et al., 2009b; SHINGFIELD et al., 2009b).

A redugdo da gordura causada pelo CLA frans-10, cis-12 pode culminar na
melhoria no aporte energético, visto que a gordura do leite representa mais do que 50% do
custo energético para a sintese do leite (TYRELL et al., 1965). Esta melhora no aporte

energético foi demonstrada através do balango energético (Tabela 6), que ja era positivo.
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Apesar disto, ndo houve altera¢des de indicadores como o peso vivo, ECC ou metabdlitos
sanguineos associados a homeostase energética. No entanto, cabe ressaltar, que a ndo
observagdo em alteragcdes de medidas como o ECC pode ser devido a falta de sensibilidade
que envolve essa media (WILDMAN et al., 1982); ou no caso dos AGNE, que nem sempre
refletem o BE, ndo tendo os seus niveis reduzidos com o aumento do BE (KAY et al.
2007). Entretanto isto ndo significa que ndo possa haver alteragdes no metabolismo animal
em resposta a este isomero de CLA. Segundo Harvatine, Perfield e Bauman (2009), a
redug¢do da gordura do leite de vacas ¢ acompanhada por um aumento na expressdo de
enzimas lipogénicas no tecido adiposo, fator que pode representar o aumento das reservas
corporais em situacdes de suplementagdo deste isdmero de CLA que quando medida de
uma forma menos sensivel, como o ECC ¢ passivel de ndo ser notada.

A energia economizada pelo fornecimento do isomero frans-10, cis-12 pode
resultar na particdo de nutrientes para outras caracteristicas produtivas (ex: producdo de
leite). No entanto, aparentemente, esta parti¢do de nutrientes tende a estar relacionada com
o status energético do animal. Condi¢des como inicio da lactagcdo ou quando os animais
encontram-se em pastagens, geram um balango energético negativo, sendo as situacdes
onde ocorre a parti¢do de nutrientes (KAY et al., 2006; KAY et al., 2007; MEDEIROS et
al., 2010). Com base nos célculos apresentados na Tabela 6 e no periodo de lactagdo dos
animais do presente experimento, percebe-se que os animais se encontravam em balango
energético positivo. Este fato pode suportar a ndo observagdo de modificagdes da produgao
de leite, do contetido de s6lidos ndo gordurosos e da producao desses solidos do leite.

A observacgdo dos efeitos do CLA trans-10, cis-12 sobre a gordura do leite nos leva
a observarmos duas situagdes no presente trabalho: 1*) A escolha das doses - o critério aqui
empregado se baseou em Oliveira et al., (2008), que forneceu o mesmo suplemento de
CLA para ovelhas lactantes. Segundo esses autores, a dose de CLA trans-10, cis-12
escolhida se baseou em uma possivel bio-hidrogenacao de 95%, sendo que, a quantidade
esperada do isdmero que deveria alcangar o abomaso e resultar em uma depressdo
aproximada de 20 a 25% da gordura do leite era de 0,4 g/d, conforme descrito previamente
por Lock et al. (2006). As doses de CLA trans-10, cis-12 aqui empregadas reproduziram O,
50, 100 e 150 % da dose utilizada por Oliveira et al. (2008), e representam respectivamente
os tratamentos CLAO, CLA15, CLA30 e CLA45; 2%) A forma lipidica (ésteres metilicos)
do CLA trans-10, cis-12 - o uso de ésteres metilicos, uma forma ndo protegida sequer

parcialmente da bio-hidrogenacao, aparentemente ndo se mostrou deletério para os animais
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e resultou em agdes conhecidas deste isdmero de CLA em cabras. Isso vem ao encontro de
estudos com vacas lactantes que avaliaram os efeitos de diferentes formas dos suplementos
(ésteres metilicos vs. acido graxo livre) infundidos no abomaso resultando em depressao da
gordura do leite (de VETH et al., 2004).

A depressdo da gordura do leite também pdde ser relaciona com teor de CLA trans-
10, cis-12 (g/100g de AG) no leite (Figura 5). Essa relagdo também foi observada em
experimentos com cabras (SHINGFIELD et al., 2009b) e vacas (de VETH et al., 2004).
Com o intuito de comparar os efeitos do isdmero trans-10, cis-12 na producao de gordura
do leite de espécies de ruminantes a equagio n°3 (y= -48,36+50,17*exp"'%)
desenvolvida por de VETH et al. (2004) para vacas foi utilizada. Esta equacao utiliza como
variavel independente o teor deste isdmero de CLA no leite e através dela foi possivel
visualizar que para um mesmo teor de CLA trans-10, cis-12, ha uma menor depressdo da
gordura do leite em cabras. Em média, os tratamentos CLAI1S5, CLA30 e CLA45
resultaram, respectivamente, em 0,14, 0,29 e 0,47 g/100g do CLA trans-10, cis-12 na
gordura do leite, e isto foi associado a uma depressao de 8,1, 26,1 e 32,7% da secregdo de
gordura do leite. Quando esses valores médios da concentracdo do CLA trans-10, cis-12
sdo aplicados nesta equacao, reducdes na producao de gordura do leite foram de 29,1, 40,1
e 45,8%, sendo os dois ultimos valores, proximos ao ponto méaximo da depressdo da
gordura do leite registrada, que ¢ de 50% (BAUMGARD et al., 2001; BAUMAN et al.,
2008). Essa discrepancia de valores entre caprinos € bovinos sugerem uma menor
sensibilidade inerente aos caprinos, uma suposicdo também ja levantada em outros
trabalhos com cabras (ANDRADE e SCHIMIDELY, 2006; LOCK et al.,, 2008;
SHINGFIELD et al., 2009). Outro fator que sugere uma maior insensibilidade em cabras
perante as outras espécies de ruminantes, pode se basear nos efeitos do CLA trans-10, cis-
12 sobre ovelhas observados por Oliveira et al. (2012). Segundo esses autores, a
suplementacdo de 8,97 g/d de CLA trans-10, cis-12 produziu efeito deletérios sobre a
producdo de leite, o conteudo e produgdo de lactose do leite, producdo de proteina do leite
e acarretou no aumento da CCS do leite e ainda, a completa parada da secrecdo leite por
uma ovelha recebendo o tratamento com CLA frans-10, cis-12. Ainda segundo esses
autores, esses efeitos podem estar associados com uma possivel involugdo mamadria e/ou
apoptose, causada por uma alta dose de deste acido graxo. A dose de 8,97 g/d de CLA
trans-10, cis-12 utilizada por Oliveira et al. (2012) corresponde ao tratamento CLA30 do
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presente experimento, no entanto, aqui ndo ocorreu nenhuma alteracdo deletéria da
composi¢do do leite nem na maior dose utilizada (CLA45).

A menor sensibilidade das cabras ao CLA frans-10, cis-12 aparenta ser ainda
menor em menores concentragdes deste acido graxo no leite. Na Figura 9 é apresentado o
mesmo principio de comparacdo entre o dia 0 (sem suplementagdo lipidica) e o dia 12
(efeito estabelecido dos tratamentos) mostrado anteriormente. Por meio deste grafico, ¢
possivel visualizar que em torno da concentracdo de 0,1 g/100g de AG, de CLA trans-10,
cis-12 na gordura do leite, alguns animais ndo apresentaram redu¢do da produ¢do ou do
teor de gordura do leite. Essa concentragdo, quando aplicada a Equacdo n° 3 de Veth et al.
(2004) utilizada anteriormente, corresponderia a uma redugdo de aproximadamente 23% na
producdo de gordura do leite em vacas. Essa faixa de concentragdo engloba o tratamento
CLAI1S5 e que nos leva as seguintes suposicdes: 1) nesse tratamento, a maior parte da
gordura suplementada foi composta pelo Megalac-E que poderia ter influenciado,
reduzindo os efeitos do CLA trans-10, cis-12; 2) essa concentragao de CLA trans-10, cis-
12 representa uma variagdo pela qual os caprinos suportam o aumento do frans-10, cis-12

no leite sem serem acometidos de uma redugdo na secre¢do de gordura do leite.

Figura 9 - Relag@o entre a concentragdo do CLA trans-10, cis-12 no leite e a produgdo (A) e o teor (B) de
gordura do leite de cabras Toggenburg, onde o dia 0 é considerado como 100%.
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Na primeira suposi¢do, a reducdo da sintese da gordura do leite ndo teria sido
observada em fun¢do de uma maior suplementagdo de gordura na dieta com uma baixa

quantidade de CLA trans-10, cis-12. Dentre os fatores que poderiam desencadear este
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efeito, um deles seria a propria suplementacdo de gordura em si, que tende a causar o
aumento da gordura do leite caprino (CHILLIARD et al., 2003; CHILLIARD e FERLAY,
2004) e dessa forma, poderia haver uma atenuacao dos efeitos do CLA trans-10, cis-12 na
redu¢do do teor de gordura do leite. Outro fator que pode influenciar a primeira situagdo
seria o consumo de 4cidos graxos de cadeia longa, que segundo Shingfield et al. (2009b)
pode reduzir os efeitos da suplementagdo do CLA trans-10, cis-12. No tratamento CLA15
encontramos justamente a descricdo conjunta desses fatores, pois o sabdao de calcio
utilizado neste experimento (Megalac-E) se caracteriza por ter alto percentual da sua
composicdo formado por acidos graxos de cadeia longa e compunha cerca de 66% da
gordura total suplementada nesse tratamento. Na segunda situacdo, encontramos um fator
que seria inerente a espécie, onde a concentracdao de 0,1 g/100g de AG pode representar
alguma das diferencas existentes entre caprinos e os demais ruminantes no que se refere a
regulagdo do metabolismo lipidico mamario. Até o presente momento, o autor desconhece
algum trabalho que tenha avaliado o efeito da suplementagdo do CLA trans-10, cis-12 na
expressdo de genes relacionados a lipogénese na glandula mamaria em caprinos.
Entretanto, baseando-se em trabalhos que mediram a expressdo génica de enzimas
lipogénicas (Acetil-CoA Carboxilase e Sintase de Acido Graxo) em resposta a
suplementa¢do lipidica na dieta de caprinos, ¢ possivel relacionar essa maior resisténcia
dos caprinos a uma regulagdo pds-transcricional do metabolismo lipidico mamario, pois
nesses trabalhos foram observadas alteracdes no perfil de acidos graxos do leite sem
concomitante alteracdo da expressdo génica destas enzimas (BERNARD et al., 2009a;
BERNARD et al., 2009b; BERNARD et al., 2009c; OLLIER et al., 2009; BERNARD et
al., 2011) e a agdo conhecida do CLA trans-10, cis-12 ¢ justamente sobre um fator de
transcricdo (SREBP) que coordena a expressdo destas enzimas lipogénicas (HARVATINE
e BAUMAN, 2006).

A gordura do leite é composta em sua maioria por acidos graxos (JENSEN et al.,
2002), cujo conjunto determina o perfil de 4cidos graxos do leite. Os acidos graxos que
compdem esse perfil podem ser provenientes da sintese de novo (C4 até C14 e parte do
C16) ou da captagdo da corrente sanguinea de 4cidos graxos pré-formados (>C18 e parte
do C16) oriundos da dieta e¢/ou da mobilizagao de tecidos (BAUMAN e GRIINARI, 2003).
O CLA trans-10, cis-12 tem a capacidade de alterar esse perfil de acidos graxos do leite
através da reducdo da sintese da maioria dos dcidos graxos, porém, com maior efeito sobre

aqueles provenientes da via da sintese de novo. A reducgdo da sintese de novo dos éacidos
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graxos ocorre devido a uma diminuicdo da expressdo génica de enzimas lipogénicas na
glandula maméria (PIPEROVA et al., 2000; BAUMGARD et al., 2002a). Essas enzimas
sdo reguladas por uma familia de fatores de transcricdo chamados de SREBP que possui
uma fun¢do central no metabolismo de lipidios na glandula mamaria bovina (BIONAZ e
LOOR et al., 2008) e que, em situagdes onde ocorre a depressdo da gordura do leite, ha
uma diminui¢do da sua expressao e da sua forma nuclear ativa (PETERSON et al., 2004;
HARVATINE e BAUMAN, 2006).

Neste estudo, a inclusdo de niveis crescentes de CLA trans-10, cis-12 na dieta
acarretou em uma alteragdo do perfil de 4cidos graxos com redugdes do percentual (g/100g
de AG) dos 4cidos graxos <C16 e aumento do percentual (g/100g de AG) dos &cidos
graxos >C16 (Tabela 4), indo ao encontro de experimentos prévios com vacas
(BAUMGARD et al., 2001), ovelhas (LOCK et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2012) e cabras
(SHINGFIELD et al., 2009). Este aumento no percentual de acidos graxos >C16 se deve,
principalmente, ao aumento no percentual dos 4cidos graxos C18:0 e C18:1-trans. No
entanto, este aumento pode apenas refletir uma associagdo entre as doses crescentes de um
suplemento contendo acidos graxos com 18 carbonos e o metabolismo ruminal dos 4cidos
graxos. Considerando que acidos graxos na forma de ésteres metilicos também sofrem o
processo de bio-hidrogenacao (MAIA et al., 2010), o escape ruminal desses acidos graxos
mais reduzidos pode ter sido elevado conforme o aumento das doses do suplemento
desprotegido da bio-hidrogenagdo. O aumento da incorporacdo de acidos graxos pré-
formados quando estes tém a sua disponibilidade aumentada ¢ uma caracteristica
conhecida dos caprinos (CHILLIARD et al., 2003; CHILLIARD et al., 2007), assim, o
aumento desses 4acidos graxos no leite pode representar esse aumento da sua
disponibilidade para a glandula mamaria.

Dentre os acidos graxos C18:1-trans, o que apresentou maiores incrementos na sua
concentragdo conforme o aumento das doses de CLA trans-10, cis-12 foi o acido graxo
C18:1 trans-10. O C18:1 trans-10 ¢ formado no rimen em condi¢des onde a bio-
hidrogenacdo ruminal ¢ alterada por certos fatores da dieta (alto concentrado/baixa
forragem e/ou suplementacdo de dleos insaturados) que causam a sindrome da DGL mas
neste experimento formou-se como intermediario da bio-hidrogenacao parcial do proprio
CLA trans-10, cis-12.

Neste trabalho, a suplementacao lipidica contendo o CLA trans-10, cis-12 forneceu

uma fonte para a possivel formacdo do C18:1 frans-10 sem depender de uma alteragdo
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especifica no ambiente ruminal, pois estes dois acidos graxos compdem uma mesma via da
bio-hidrogenacdo, onde o CLA trans-10, cis-12 € o seu precursor (GRIINARI e BAUMAN
2003), permitindo que ocorresse maiores concentragdes deste acido graxo no leite que em
outras situagdes dietéticas em caprinos (OLLIER et al., 2009; BERNARD et al., 2009a;
BERNARD et al, 2009c; BERNARD et al., 2010). Apesar disso, a concentragdao
observada do C18:1 frans-10 se mantém ainda bem abaixo dos valores encontrados em
vacas (SHINGFIELD e GRIINARI, 2007), mesmo para o tratamento CLA45, que era a
maior dose de CLA trans-10, cis-12. Bernard et al. (2009b) relataram uma situacao
semelhante, e descreveram um aumento da secre¢do desse acido graxo e ndo encontraram
reducdo na produ¢do e no teor de gordura do leite ou alteracdo na expressdo génica ou
atividade das enzimas lipogénicas na glandula mamadria ou tecido adiposo de caprinos
suplementados com 6leo de linhaca ou de girassol em dietas a base de silagem de milho.
No presente estudo, o aumento da concentragdo do C18:1 trans-10 e a sua relacdo com a
queda na produgdo e teor de gordura do leite (Figura 6) pode, no entanto, refletir a sua
relacdo com a bio-hidrogenagdo do CLA trans-10, cis-12. A acdo direta do C18:1 trans-10
em caprinos ainda nao foi testada mas, segundo resultados obtidos com vacas (LOCK et
al., 2007) pode-se dizer que ndo ha efeitos desse acido graxo sobre a lipogénese mamaria
em determinadas concentragdo no leite. Em vacas, a acdo C18:1 trans-10 ainda se mantém
em impasse, pois alguns autores sugeriram um efeito direto desse acido graxo quando
avaliado em maiores doses (SHINGFIELD e GRIINARI, 2007; SHINGFIELD et al.,
2009a).

A inclusao do CLA trans-10, cis-12 na dieta tem demonstrado inibir a atividade e a
expressdo génica da enzima Estearoil-CoA Dessaturase tanto em estudos com cultivo
celular de adipocitos de roedores (CHOI et al., 2000), como da glandula mamaéria de
bovinos (BAUMGARD et al., 2002). Essa enzima catalisa a dessaturacdo dos acidos
graxos através da introdu¢do de uma dupla ligacdo cis no carbono nove, um fator
importante para a fluidez do leite (SHINGFIELD et al., 2010). A sua atividade na glandula
mamaria pode ser estimada através da relagdo produto/substrato para alguns pares de
acidos graxos que sofrem acdo dessa enzima. Dentre os pares apresentados na Tabela 5,
apenas a relacdo CLA cis-9, trans-11/C18:1 trans-11 ndo foi reduzida com o aumento da
dose de CLA. Essa auséncia de efeito do CLA trans-10, cis-12 sobre o indice CLA cis-9,
trans-11/C18:1 trans-11 + cis-9, trans-11 pode ser relacionado com a presenga deste

isomero de CLA no suplemento utilizado nos tratamentos, refletindo apenas uma
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transferéncia para o leite. Ao avaliar os outros indices percebemos que a dose de CLA
trans-10, cis-12 que efetivamente causou uma redugdo foi a partir daquela do tratamento
CLA30. Isto corrobora o observado em vacas que ¢ necessario uma dose CLA trans-10,
cis-12 que cause uma redu¢do em torno de 25% na producao de gordura do leite para que
inicie uma reducdo da dessaturag@o dos acidos graxos na glandula mamaria (BAUMGARD
et al., 2001). Os relatos de Lock et al. (2008) demonstraram uma situagdo semelhante ao
observado no presente trabalho, onde, somente a dose de CLA trans-10, cis-12 que reduziu
a producao de gordura em 21% foi capaz de reduzir os indices de dessaturase em cabras. O
unico indice que apresenta reducdo no tratamento CLA15 ¢ o 18:1/18:0, no entanto, esses
nimeros devem ser olhados com cautela. Ao analisar a Tabela 4, podemos ver que nao
houve diferenga na reducdo da concentragdo do acido oleico (C18:1 cis-9) no leite, o que
reflete a presenca deste adcido graxo no suplemento lipidico utilizado. Assim, o que parece
ter afetado mais esse indice de dessaturagdo foi o aumento na concentracdo do acido
estedrico (C18:0), que teve um alto incremento conforme o aumento das doses de CLA e
desta forma, causando um maior impacto na reducdo do indice calculado.

A secrecdo de acidos graxos do leite também foi afetada pela acdo do CLA trans-
10, cis-12. O aumento das doses desse isdmero reduziu a secrecdo tanto dos acidos graxos
proveniente da sintese de novo, quanto os pré-formados, porém, os primeiros foram mais
afetados. Esta observagdo vai ao encontro do relatado em vacas (BAUMGARD et al.,
2001; de VETH et al., 2004) e cabras (LOCK et al., 2008) que, respectivamente, usaram
doses do CLA trans-10, cis-12 infundidas no abomaso ou suplementadas na dieta na forma
encapsulada. Este resultado contrasta com os observados por Shingfield et al. (2009b), que
relataram a redu¢@o da secrecdo apenas dos dcidos graxos procedentes da sintese de novo,
enquanto os pré-formados ndo sofreram efeito dos tratamentos. Essa discrepancia na
secrecdo entre o observado aqui e por Shingfield et al. (2009b) pode estar relacionada com
o consumo de 4cidos graxos com 18 carbonos. No presente trabalho, o Megalac-E
caracteriza-se por possuir grande parte da sua composicdo formada por 4cidos graxos C18
(Tabela 2), de modo que, o aumento das doses de CLA trans-10, cis-12 ndo aumentou o
consumo deste tipo de acido graxo. O sabdo de calcio utilizado por Shingfield et al.
(2009b) ¢ caracterizado por possuir principalmente acidos graxos com 16 carbonos, e
assim, o aumento das doses do suplemento lipidico contendo o CLA aumentava o consumo
de 4cidos graxos C18, podendo manter a secrecdo deste tipo de acido graxo no leite. Essa

diferenga pode ser exemplificada através da comparagdo entre a secrecdo de acidos graxos
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pré-formados no leite em ambos os trabalhos. Neste estudo, independentemente do
tratamento, os acidos graxos pré-formados eram a maior fracdo que compunha o leite das
cabras. J4 no trabalho de Shingfield et al. (2009b) a maior fracdo dos acidos graxos que
formava a gordura do leite, para a maioria dos tratamentos, era proveniente da sintese de
novo.

Pelo emprego da secrecdo corrigida do CLA trans-10, cis-12 no leite e aplicando-se
a Equacdo n°5 proposta por de Veth et al. (2004) foi possivel estimar a bio-hidrogenagao
ruminal deste isdmero de CLA. Independentemente dos tratamentos a bio-hidrogenagao foi
em torno de 95%. Esse valor sugere que para acidos graxos na forma de ésteres metilicos, a
bio-hidrogenag¢do se comporta da maneira semelhante aos acidos graxos associados ao
glicerol, pois se assemelha ao encontrado na literatura (JENKINS et al.,, 2008) e ao
utilizado para calcular a dose de CLA trans-10, cis-12 fornecida na dieta. Apesar de ser
amplamente bio-hidrogenado, o CLA trans-10, cis-12 ao lado do C18:1 trans-10, foram os
unicos acidos graxos que ndo tiveram a sua secre¢ao reduzida pelos aumento das doses do
isomero de CLA contido nos tratamentos. O aumento da secrecao do C18:1 trans-10 vem
ao encontro ao comentado anteriormente que este dcido graxo ¢ um intermediario da via da
bio-hidrogena¢do ruminal em que CLA frans-10, cis-12 é o seu precursor. O aumento da
secrecao do CLA trans-10, cis-12, reflete, quase que exclusivamente, o aumento da dose
deste acido graxo fornecido via alimentagdo. Apesar disso, a eficiéncia de transferéncia das
doses foi abaixo do relatado por outros estudos envolvendo o uso do CLA trans-10, cis-12
na dieta de cabras (LOCK et al., 2008; SHINGFIELD et al., 2009b) ¢ vacas (de VETH et
al., 2005). Essa menor eficiéncia de transferéncia era esperada, pois a forma do suplemento
utilizada, ndo permitia uma protecdo contra o metabolismo ruminal dos lipidios,

diferentemente dos trabalhos anteriormente relatados.
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8. CONCLUSOES

A inclusdo de doses CLA trans-10, cis-12, mesmo desprotegido da bio-
hidrogena¢do ruminal, na dieta dos animais reduz de forma progressiva a producdo e teor
de gordura do leite em cabras. No entanto, a queda na gordura ndo ¢ acompanhada por
alteracdes na produgdo de leite, componentes ndo gordurosos do leite ou parametros
metabolicos ligados a homeostase energética.

As doses crescentes do CLA trans-10, cis-12 altera o perfil de 4cidos graxos do
leite, gerando reducdes na concentracdo (g/100g de acido graxo) dos &cidos graxos
oriundos principalmente da sintese de novo e aumentando aqueles da circulagdo sanguinea.
Quando a secrecdo de acidos graxos (g/d) ¢ avaliada, o aumento na quantidade desse
isomero na dieta reduz a sintese de todos os acidos graxos quando estes sdo agrupados de
acordo com a sua origem.

Seguindo uma tendéncia contraria ao observado para a maioria dos acidos graxos, o
crescente nivel de CLA na dieta leva ao aumento da sua secre¢do e concentracao no leite
de cabras. Apesar disso, comparagdes diretas com outras espécies de ruminantes sugere

uma menor sensibilidade por parte das cabras aos efeitos do CLA trans-10, cis-12.
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