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RESUMO

Urio, M. Efeitos de uma mesma dose de CLA trans-10, cis-
12 em ovelhas lactantes de diferentes pesos vivos e o efeito
no cultivo in vitro de explantes de glandula mamaria. 2016,
103p. Tese (Doutorado em Ciéncia Animal) — Universidade do
Estado de Santa Catarina. Programa de Pos Graduagdo em
Ciéncia Animal, Lages, 2016.

O CLA trans-10, cis-12 € conhecido por inibir a sintese da
gordura do leite, através da diminuicdo da expressao génica de
fatores de transcri¢do e genes lipogénicos, in vivo e in vitro. O
objetivo do estudo in vivo foi avaliar a expressdo de genes e
fatores de transcricdo envolvidos na depressdo da gordura do
leite em ovelhas leiteiras com diferentes pesos Vivos,
recebendo a mesma dose de CLA e do estudo in vitro os
objetivos foram avaliar os explantes mamarios de ovelhas
lactantes como um modelo para estudos de expressdo génica e
dos efeitos do CLA trans-10, cis-12. No experimento in vivo
foram utilizadas doze ovelhas lactantes cruza Lacaune/Texel,
foram separadas em dois grupos de acordo com peso Vivo
(PV): a) Controle: com 51,0 £ 2,0 kg e, b) Pesadas: com 69,0 +
4,0 kg, os quais receberam 27g/d de CLA contendo 29,9% de
trans-10, cis-12. O CLA foi dosado oralmente por 10 dias.
Foram coletadas amostras de leite para composi¢do nos dias
“zero”, 3 e 10, e realizadas bidpsias de glandula mamaria e
tecido adiposo nos dias 3 e 10. Foi extraido o RNA, feito o
cDNA e realizado PCR em tempo real. Os dados foram
analisados usando um delineamento inteiramente casualizado
em arranjo fatorial e utilizada a média geométrica dos genes
housekeeping como covariavel. A producdo de leite e o teor
dos componentes do leite foram analisados da mesma maneira,
utilizando como covariavel a producéo e a composi¢do do dia
"zero". O CLA trans-10, cis-12 reduziu a sintese de gordura no






leite entre os dias 3 e 10, mas ndo entre os animais de
diferentes pesos. Comparado ao grupo Controle, no grupo dos
animais Pesados houve uma maior expressdo génica da SCD e
S14 na glandula maméaria e da ACC-a PI, SREBP1 ¢ leptina no
tecido adiposo. Com relagéo aos dias de suplementacédo, nao se
observou mudancga na expressdo dos genes mamarios aos 10
dias, apesar da ocorréncia de depressao de gordura no leite,
enquanto que no tecido adiposo todos os genes avaliados
aumentaram a sua expressao. Assim, a resposta dos animais
com diferentes pesos pode ser dependente da dose de CLA
trans-10, cis-12 fornecido. No experimento in vitro 0s
explantes foram cultivados em meio de crescimento de células
epiteliais mamérias e submetidos aos seguintes tratamentos:
CLA: meio de cultivo + 315 pumol de CLA trans-10, cis-12
complexado a albumina sérica bovina e; Controle (meio de
cultivo), por 3 e 24h. Apds, foi realizado o Ensaio do Cometa,
foi extraido o RNA, o cDNA foi sintetizado e gRTPCR
realizado. Os dados foram analisados com o0 mesmo
procedimento do experimento in vivo. O ensaio do cometa
mostrou que ndo houve fragmentacdo do DNA em 3 e 24h de
cultivo. Os genes da estearoil CoA-dessaturase (SCD) e
receptores ativados por proliferadores de peroxissomo gama
(PPARy) no  tratamento CLA  foram  reduzidos,
respectivamente, em 70 e 90% de 3 para 24 h. O cultivo de
explantes de glandula mamaria lactante por 24h pode ser
utilizado para estudos moleculares avaliando a expressao
génica.

Palavras-chave: CLA, in vivo, in vitro, ovelha, lactacéo.






ABSTRACT

Urio, M. Effects of the same dose of trans-10, cis-12 CLA in
lactating ewes of different body weights and the effect in
vitro in cultured mammary explants. 2016, 103p. Thesis
(Ph.D. in Animal Science) —Santa Catarina State University.
Postgraduate Program in Animal Science, Lages, 2016.

The trans-10, cis-12 CLA is known to inhibit the synthesis of
milk fat by reducing the gene expression of transcription
factors and lipogenic genes in vivo and in vitro. The objective
this in vivo study in vivo study was to evaluate the expression
of genes and transcription factors involved in milk fat
depression in dairy ewe with different body weights, receiving
the same dose of CLA and in vitro study objectives were to
evaluate mammary gland explants lactating ewe as model for
gene expression and studies of the effects of CLA trans-10, cis-
12.. The in vivo experiment used twelve lactating crossbred
Lacaune/Texel ewes divided in two treatments according to
body weight (BW): a) Control: with 51.0 £ 2.0 kg and b)
Heavy: with 69.0 + 4.0 kg receiving 27 g/day of CLA
containing 29.9% of trans-10, cis-12, dosed orally for 10 days.
Milk samples were collected for composition on days “zero", 3
and 10. Mammary gland and adipose tissue biopsies were taken
on days 3 and 10. RNA was extracted, cDNA synthesized and
gt-RTPCR carried out. Data were analyzed using a completely
randomized design in a factorial arrangement, used the
geometric mean of housekeeping genes as covariate. Milk
production and content of milk components were analyzed in
the same way, using as covariate on the production and
composition of “zero". The trans-10 , cis-12 CLA reduced the
fat in milk synthesis between 3 and 10 but not between animals
of different weights. Compared to the control group, the
animals of group Heavy there was higher gene expression of






SCD and S14 in the mammary gland and ACC-a PI, SREBP1
and leptin in adipose tissue. In the days of supplementation,
there was no change in the expression of genes to mammary
gland in the 10 days, in tissue adipose all analyzed genes
increased their expression. Thus, the response of animals of
different weights can be dependent on the dose of CLA trans-
10, cis-12 supplied. In the in vitro experiment explants were
cultured in growth medium mammary epithelial cells and
subjected to the following treatments: CLA: culture medium +
315 pumol of CLA trans-10, cis-12 complexed with bovine
serum albumin and Control (culture medium), for 3 and 24
hours. After the times of cultivation, it was held the Comet
Assay. RNA was extracted and cDNA was synthesized
gRTPCR performed. Data were analyzed using the same
procedure as in vivo experiment. The comet assay showed no
DNA fragmentation at 3 and 24 h of culture. The gene of
stearoyl CoA desaturase (SCD) and peroxisome proliferator-
activated receptor gamma (PPARY) treatment in the CLA were
reduced respectively by 70 and 90% from 3 to 24 h. The
explants cultivation for 24h lactating mammary gland can be
used for molecular studies assessing gene expression

Key - words: CLA, in vivo, in vitro, ewe, lactation
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1 INTRODUCAO

Os estudos da funcédo e nivel de expressdo dos genes
demonstram uma complexa e coordenada sequéncia de eventos
moleculares de adaptacdes mamarias para a lactacdo em
bovinos, caprinos, ovinos e suinos (Baumgard et al., 2002;
Ollier et al., 2007; Ticiani et al., 2016; Tramontana, et al.,
2008), respectivamente, trazendo novas percepcdes sobre a
regulacao génica.

Os efeitos do CLA trans-10, cis-12 demonstrados
nesses estudos, envolvem a reducdo na producdo de &cidos
graxos (AG) da sintese de novo e pré-formados, sugerindo uma
regulacdo coordenada de enzimas da sintese lipidica. De forma
geral, ha reducdo do mRNA para acetil-CoA carboxilase alfa
(ACC-a), acido graxo sintase (FASN), estearoil-CoA
dessaturase (SCD) e lipoproteina lipase (LPL) (PETERSON et
al., 2003).

Além disso, os mecanismos moleculares envolvidos
nessa inibicdo ndo sdo bem esclarecidos, mas a funcdo da
familia de fatores de transcricdo de proteinas de ligagdo ao
elemento regulatorio de esterol (SREBP) foi baseada em suas
funcGes como regulador global da expressdo de muitos genes
envolvidos na sintese lipidica (EBERLE et al., 2004). Outro
potencial mecanismo foi divulgado por Harvatine; Bauman
(2006), que identificaram o elemento responsivo a hormonios
tireoidianos Spot 14 (S14) como um gene que codifica uma
proteina nuclear que estd intimamente associada com a
regulacdo da sintese de &cidos graxos em tecidos lipogénicos e
responsivo ao tratamento com CLA trans-10, cis-12.

Em um experimento in vivo conduzido pelo nosso
grupo (Baldin, 2012) observou-se que cabras mais pesadas
poderiam necessitar de uma maior dose de CLA trans-10, cis-
12 para ocasionar a uma mesma intensidade na depresséo de
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gordura no leite, ou seja, a magnitude dessa reducdo no
contedo de gordura do leite mostrou-se positivamente
correlacionada com a ingestdo de CLA trans-10, cis-12 e com
a concentragao deste isomero no leite.

Os trabalhos realizados in vitro, como o estudo pioneiro
de Bauman et al. (1973) utilizando tecido mamario bovino para
investigar o metabolismo celular e a sintese de novo de &cidos
graxos, usando 3h de incuba¢do com acetato marcado mostrou
que neste periodo de tempo é possivel identificar mudanca na
lipogénese.

O cultivo de tecido (explantes) de glandula mamaéria
lactante permite avaliar o efeito de moléculas bioativas em um
ambiente controlado desde que o tecido se mantenha com as
atividades celulares normais como ocorreria no animal vivo.
Sobre esse aspecto, Keys et al. (1997) avaliaram linhagens de
células e explantes de tecido mamario de vacas lactantes,
cultivados in vitro em vérios tempos de incubacdo e
verificaram que tanto em células como em explantes a
viabilidade foi mantida porque ndo ocorreram danos ao DNA
até 24h de cultivo. Entretanto, ha uma escassez de estudos com
explantes de tecido(s) ovino.

Com relacdo ao cultivoc da linhagem de célula epitelial
bovina (MAC-T) com CLA trans-10, cis-12, Peterson et al.,
(2004) verificaram a diminuicdo da expressdo génica das
enzimas lipogénicas e da nSREBP1 (forma nuclear ativa da
proteina de ligagdo ao elemento regulatorio de esterol).

Dessa maneira, a realizacdo de trabalhos in vivo e in
vitro, com CLA trans-10, cis-12, visam a contribuir no
entendimento da expressdo dos genes lipogénicos na glandula
mamaria lactante.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Lipidios

Os lipidios s@o insollveis em agua e, classificados em:
gorduras, Oleos, fosfolipidios e esterois, cada um apresentando
diferentes funcdes: gorduras e 6leos (compostos por acidos
graxos - AG) sdo as principais formas de energia armazenada,
enquanto que os fosfolipidios e os esterdis sdo constituintes de
membranas bioldgicas.

2.1.1 Estrutura dos acidos graxos

Os é&cidos graxos (AG) sao constituidos por um grupo
carboxila (COOH) ligado a uma cadeia de hidrocarboneto, a
qual pode ser de qualquer comprimento: cadeia curta/média
entre 2 e 16C (carbonos) e cadeia longa com mais de 16C.
Além disso, os acidos graxos podem variar 0 seu grau de
saturacdo: saturados ndo contém ligagdes duplas e os
insaturados contém uma ou mais ligaces duplas e apresentam
duas configuracOes diferentes em relacdo a cadeia de AG: cis
(os atomos de hidrogénio estdo do mesmo lado) e trans (0s
atomos de hidrogénio em lados opostos), (Figura 1).

——cC C———C

H\ / R
R/ \H

cis trans
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Figura 1 — Representacdo da configuracao cis e trans na cadeia
de &cidos graxos (R — cadeia de acidos graxos) (Adaptado de
Gurr et al., 2002)

2.1.2 Armazenamento de lipidios em ruminantes

A maioria dos lipidios é armazenada na forma de
triglicerideos. Nos adipdcitos é produzido o horménio leptina
que atua como um regulador lipostatico do metabolismo
energético de todo o organismo, sendo um dos melhores
marcadores fisioldgicos da ingestdo de alimentos, composicao
do corpo e do gasto de energia (NKRUMAH et al., 2005).

2.2 Lipogénese Mamaria em Ruminantes

Os AG presentes na gordura do leite tém duas origens:
da circulacdo (£ 60%) e da sintese de novo (£ 40%)
(CHILLIARD et al., 2000). Os precursores da sintese de novo
sd0 0 acetato e o butirato, produzidos durante o processo de
fermentacdo ruminal pelas bactérias.

Na glandula mamaria o acetato e¢ o B-hidroxibutirato
produzem os AG de 4 a 16C. Parte dos AG com 16C e os de
cadeia longa sdo provenientes da circulagdo sanguinea como
componentes das lipoproteinas oriundas da absor¢édo intestinal
e/ou ligados a albumina plasmatica na forma de acidos graxos
ndo esterificados (NEFA) mobilizados da gordura corporal
(BAUMAN; GRIINARI, 2003; SHINGFIELD et al., 2010)
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2.2.1 Sintese de novo

A sintese de novo dos AG envolve duas enzimas: a
acetil CoA carboxilase alfa (ACC-a) e a acido graxo sintase
(FASN). Na primeira etapa da biossintese dos lipidios, o
acetato é transformado em acetil-CoA para a formacdo do
malonil-CoA, enquanto o p-hidroxibutirato é ativado para
butiril-CoA (SHINGFIELD et al., 2010). A acetil-CoA
carboxilase catalisa a formacdo de malonil-CoA a partir de um
grupo etil, enquanto que FASN catalisa 0s ciclos de
condensacdo de malonil-CoA com acetil-CoA ou butiril-CoA
(CHILLIARD et al., 2000).

2.2.1.1 Acetil Coa carboxilase alfa (ACC-a)

A acetil-CoA carboxilase alfa (ACC-o) € a enzima
chave na regulacdo da sintese de AG (KIM, 1997; BARBER et
al., 1997). Durante a lactacdo a ACC-a facilita a entrega de
precursores de AG para a glandula mamaria para a sintese de
gordura no leite, sintetizando malonil-CoA apartir do acetil-
CoA, passo considerado limitante na sintese (BARBER et al.,
2005).

O gene da ACC-a tem Varias regides promotoras (P)
gerando transcritos que s@o expressos de forma tecido
especifica (TRAVERS, BARBER, 1997). Nos transcritos do
promotor | (PI) apresenta expressdo limitada ao tecido adiposo
e ao figado, os transcritos do promotor Il (PIl) sdo expressos
em todos os tecidos e, os transcritos do promotor Ill a
expressao € na glandula mamaria ovina (TRAVERS,
BARBER, 2001).

2.2.1.2 Acido Graxo Sintase (FASN)
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E um complexo enzimatico multifuncional,
desempenhando um papel central na sintese de novo
(Palmquist, 2006; Roy et al., 2006), contendo sete dominios
cataliticos que proporcionam o alongamento da cadeia de AG.
O produto principal é a formacdo do acido palmitico (16:0),
embora na glandula mamaria podem ser formado acidos graxos
de 4 a16C.

2.2.1.3 Estearoil-CoA dessaturase (SCD)

E uma enzima ligada & membrana do reticulo
endoplasmatico envolvida na sintese de AG monoinsaturados a
partir de AG saturados oriundos da sintese de novo ou
derivados da dieta (PATON; NTAMBI, 2009). E responsavel
por catalisar a oxidacao de ésteres de acido graxo acil CoA que
resulta na introducdo de uma ligacdo dupla cis entre o carbono
9 e 10 (SHINGFIELD et al.,, 2008). Como consequéncia,
regula a fluidez do leite nos animais (CHILLIARD et al.,
2000).

O éacido estearico (C18:0) e o acido palmitico (C16:0),
s&o o0s substratos preferidos pela SCD, os quais séo convertidos
em C18:1 cis-9 (oleico) e C16:1 cis-9 (palmitoleico),
respectivamente (NTAMBI, 1999).

2.3 Hormonio responsivo da tireoide spot 14 (S14)

O hormdnio responsivo da tireoide spot 14 (S14) é uma
pequena proteina, sem motivos funcionais conhecidos e a sua
fungédo bioquimica ainda ndo foi completamente estabelecida.
Foi identificada pela primeira vez em triagem do tecido
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hepatico (Seelig et al., 1981), sendo expressa somente em
tecidos lipogénicos e o seu nivel de mRNA é positivamente
correlacionado com a taxa lipogénica de cada tecido (JUMP;
OPPENHEIMER, 1985; ZHU et al., 2005). Além disso, 0 gene
S14 tem sido associado com a sintese de novo de AG (SEELIG
etal., 1981; CUNNINGHAM et al., 1998).

Kinlaw et al. (1995) realizaram um experimento
utilizando RNA de interferéncia e sugeriram que o S14 regula a
ativacdo da transcricdo de enzimas da sintese lipidica por
estimulos, tais como a ingestdo de carboidratos e administragdo
de hormonios da tireoide.

Originalmente identificada como uma proteina que de
forma aguda é responsiva a hormonios da tiroide, a S14 ¢é
principalmente uma proteina nuclear que interage com 0s
fatores de transcricdo (COLBERT et al.,, 2010). A regido
promotora da S14 também contém um sitio de ligacdo ao
elemento regulatério de esterol (SRE) (Corl et al., 2002) e a
sua expressdo é altamente sensivel a SREBP1 na sua forma
nuclear (CHOUINARD et al.,, 1999). Talvez a mais forte
evidéncia da funcdo do S14 vem de estudos em hepatocitos de
ratos, onde o0s hepatécitos foram transfectados com
oligonucleotideo anti-S14 e impediram a expressao de enzimas
lipogénicas (CORL al., 2002; CHOU et al, 2008).
Adicionalmente, Zhu et al. (2005) reportaram que o S14
nocauteado em ratas alimentadas com uma dieta moderada em
gordura mostrou uma reducdo de 62% na sintese mamaria de
lipidios, mas ndo houve reducdo na atividade das enzimas
lipogénicas.

2.4 Metabolismo lipidico no riamen
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Os lipidios da dieta sdo metabolizados através de dois
processos principais: a lipolise e a bio-hidrogenacdo. Os
lipidios sofrem acdo de lipases microbianas, que hidrolisam as
ligagdes do tipo “éster” e liberam &cidos graxos livres, sendo
este evento denominado de lipolise. Posteriormente, os acidos
graxos livres sdo submetidos a bio-hidrogenacdo ruminal,
convertendo os acidos graxos insaturados para saturados.

A bio-hidrogenacdo do acido linolénico envolve a
isomerizacdo da dupla ligagéo cis-12 para trans-11, produzindo
o C18:3 cis-9, trans-11, cis-15, por acdo da enzima linoleato
isomerase. Em seguida, h& hidrogenacdo da dupla ligacéo cis-9
e formacdo do acido C18:2 trans-11, cis-15. A partir deste
ultimo &cido graxo formado, pode ocorrer a formacgdo dos
seguintes intermediarios: C18:1 trans-11, C18:1 cis-15 e C18:1
trans-15. O C18:1 trans-11 € reduzido até estearico
(HARFOOT; HAZLEWOOD, 1997) (Figura 2 B).

J& a bio-hidrogenacdo do acido linoleico (C18:2), é a
via de origem ruminal dos isémeros de CLA. O primeiro passo
é a isomerizacdo da dupla ligacdo cis-12 a trans-11 para formar
0 isdbmero cis-9, trans-11 e a enzima que catalisa esta reacao é
uma isomerase (linoleato isomerase). Na segunda etapa, ha a
reducdo da ligacdo cis-9 para formar o acido vacénico (C18:1
trans-11) e a etapa final é a hidrogenacéo da ligacdo trans-11,
convertendo o acido vacénico em éacido estearico (C18:0)
(BAUMAN et al., 2003). (Figura 2 A).

Em condi¢Bes de decréscimo no pH ruminal ocorre
mudanca no padréo de fermentacéo, ha a formagdo do isbmero
trans-10, cis-12 por um processo similar. Assim, a enzima
isomerase forma trans-10, cis-12 na primeira etapa da reacao,
posteriormente ocorre a formacdo do trans-10 (C18:1) e a
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reacdo final é a reducdo da ligacdo trans-10 para formar o
acido esteérico (C18:0).

B)
cis-9, cis-12, cis-15 C183
A) ‘L isomerizagio (grupo A e B)

cis-9, cis-12 C18:2 cis-9, trans-11, cis-15 C183

J/ isometizagho (grupo A) \L hidrogenagio (grupo A e B)
cis-9, trans-11 C182 trans-11, cis-15 C18:2
\hidmgm-;iﬂ (grupo A) / \hidmgmg;io (grupe B)
trans-11 C18:1 cis-15 C18:1

frans-15 C18:1
l/ hidrogenagio (grupo BE)

C18:0

Figura 2 - Vias da bio-hidrogenacdo do acido linoleico (A) e
linolénico (B). Adaptado de Harfoot e Hazlewood (1997).

2.4.1 Captacao e circulagdo de AG

Os AGs da gordura do leite podem ser oriundos da
circulagdo, derivados da mobilizagdo de reservas ou da
absorcdo da dieta (BAUMAN; GRIINARI, 2001). Eles sdo
absorvidos no duodeno, esterificados nos enterocitos e
circulam principalmente na forma de VLDL (lipoproteina de
muito baixa densidade) ou quilomicrom (Noble, 1981) sendo
ancorados nos capilares, pela lipoproteina lipase (LPL), uma
enzima localizada na superficie das células endoteliais
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mamarias (Christie, 1981) que hidrolisa os triglicerideos no
ndcleo da lipoproteina liberando AG desesterificados para
serem absorvidos.

O restante dos AG circulantes é originado a partir da
mobilizacdo das reservas de gordura corporal, o que
corresponde a menos de 10% dos AG do leite (SHINGFIELD;
GRIINARI, 2007). No entanto, a contribuicdo de AG
mobilizados aumenta quando as vacas estdo no inicio da
lactacdo e/ou no balango negativo de energia (BAUMAN,;
GRIINARI, 2003).

2.5 Sintese de triglicerideos

A gordura do leite € composta predominantemente de
triglicerideos (mais de 95%) em todos os mamiferos, porém o
contelido de gordura do leite varia muito entre as espécies
(BAUMAN; GRIINARI, 2003).0s acidos graxos utilizados na
biossintese dos triglicerideos sdo originarios da sintese de novo
na glandula mamaria ou absorvidos a partir da circulacdo
sanguinea (CHILLIARD; FERLAY, 2004).

A sintese de triglicerideos requer as agfes de varias
enzimas para esterificar trés acidos graxos a um glicerol
(COLEMAN; LEE, 2004). A primeira enzima envolvida na
sintese do TAG é a glicerol-3-fosfato aciltransferase (GPAT),
produzindo a primeira de trés acila¢cbes formando o &cido
lisofosfatidico na posicdo sn-1. Posteriormente, a enzima
acilglicerol 3-fosfato aciltransferase (AGPAT) € responsavel
pela conversdo do &cido lisofosfatidico em &cido fosfatidico e
apo6s ocorre a segunda acilagdo na posi¢do sn-2 formando
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diacilglicerol. Por «ultimo, a diacilglicerol aciltransferase
(DGAT) é responsavel pela ultima acilacdo na posicdo sn-3
formando TAG.

2.6 Fatores de transcricao envolvidos na sintese de lipidios

2.6.1 Proteina de ligacdo ao elemento regulatdrio de esterol 1
(SREBP1)

A familia de fatores de transcricdo SREBP1 (proteina
de ligacdo ao elemento regulatério de esterol 1) funciona como
regulador global da sintese de lipidios (Eberlé et al., 2004),
ligando-se & sequéncia de DNA dos genes responsivos ao
elemento regulatério de esterol. A SREBP1 e sua reguladora
(acompanhante), a proteina de clivagem-ativacdo da SREBP1
(SCAP) combinam-se para regular a expressdo de mRNA de
enzimas que sintetizam os AG e colesterol a partir de
moléculas precursoras (HORTON et al., 2003). O passo
principal da regulacdo é a migracdo da SREBP, a partir do
reticulo endoplasmatico (onde esta ancorada por outra proteina,
a proteina indutora de insulina 1, INSIG1, ou proteina indutora
de insulina 2, INSIG2) para o complexo de Golgi. Esse
processo € governado pela SCAP, que conduz os SREBPs
inativos para o complexo de Golgi onde sdo ativados por duas
proteases e liberados para o citoplasma indo, apds, para o
nacleo para regular a transcricdo de genes dependentes de
SREBP1. E importante notar que a perda da SCAP evita a
migracdo de SREBPs para o complexo de Golgi, restringindo a
liberacdo da regido de ligacdo ao DNA, assim, limitando a
inducdo da transcricdo de genes dependentes de SREBP1
(RUDOLPH et al., 2010).
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2.6.2 Receptores ativados por proliferadores de peroxissomo
gama (PPAR-y)

Os receptores ativados por proliferadores de
peroxissomo (PPARs) talvez componham o melhor sistema
celular de reconhecimento de AG (especialmente AG poli-
insaturados) (GEORGIADI; KERSTEN, 2012). Os PPARs sao
membros da superfamilia de receptores de hormonios
nucleares, que também incluem os receptores da vitamina
lipossoluvel A e de hormonios esteroides (KERSTEN et al.,
2000).

Os receptores nucleares funcionam como um fator de
transcricdo ligador/ativador ao se ligar a pequenas moléculas
lipofilicas. Eles compartilham uma estrutura modular que
consiste de um dominio de ligagdo ao ligante (molécula
lipofilica) e ao DNA com efeito em um grande numero de
processos bioldgicos (MANGELSDORF et al., 1995). Trés
diferentes subtipos de PPAR foram clonados, caracterizados
por um padrdo de expressdo unico nos tecidos. O PPARa ¢
encontrado em varios tecidos, mas é predominante em tecidos
oxidantes, tais como o adiposo marrom, musculo cardiaco,
musculo esquelético e figado. O PPARB é encontrado na
maioria das células (ESCHER et al., 2001; BOOKOUT et al.,
2006), enquanto a expressdéo do PPARy é maior no tecido
adiposo. Entretanto, na glandula mamaria de ruminantes, foi
observado aumento na sua expressdo em vacas, entre a prenhez
e a lactacdo (BIONAZ; LOOR, 2008).

A ligacdo a molécula lipofilica é feita para desencadear
a associagdo fisica dos PPARs a sequéncias especificas de
DNA, denominados elementos responsivos a PPAR, que ficam
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em torno de genes alvos. Além disso, a ligacdo a molécula
lipofilica leva ao recrutamento de proteinas co-ativadoras e
perda de proteinas co-repressoras, resultando na ativagcdo da
transcricdo do DNA (KERSTEN et al., 2000).

Enfim, os PPARs sdo dependentes de ligantes,
regulando a expressdo de genes alvos através da ligacdo aos
elementos de resposta do proliferador de peroxissomo (PPERS)
do gene regulado. O receptor liga-se ao PPRE como um
heterodimero formado junto com o receptor retindide X
(RXR). Com a ligacdo ao ligante natural ou sintético, a
conformacdo do PPAR ¢ alterada e estabilizada, permitindo a
ligagdo com o gene alvo, resultando na transcrigdo do mesmo
(BERGER; MOLLER, 2002). Os ligantes naturais de
preferéncia do PPARY sdo acidos graxos polinsaturados (XU et
al 1999).

2.7 Acido linoleico conjugado — CLA

O termo é&cido linoleico conjugado foi estabelecido
quando foi isolado e caracterizado um componente
antimutagénico da fracdo lipidica da carne bovina e observado
a presenca de quatro isémeros do é&cido linoleico, que
apresentavam uma dupla ligagdo conjugada (Ha; Grimm;
Pariza, 1987), tornando-se conhecido como CLA. O termo
CLA é utilizado para denominar isdmeros geométricos e
posicionais do acido octadecadiendico (C18:2) que podem
apresentar duplas ligacdes conjugadas com a geometria cis-cis,
cis-trans, trans-cis e trans-trans em diferentes posicdes da
cadeia carbonica (ex: 7-9, 9-11, 10-12); ao todo, mais de 25
diferentes isbmeros de CLA ja foram identificados na gordura
do leite de ruminantes (BAUMAN et al., 2008).
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Estudos posteriores demonstraram que a posicdo da
dupla ligacdo e o seu tipo de isomeria geométrica podem
determinar o efeito do CLA no metabolismo. Os isbmeros CLA
cis-9, trans-11 e CLA trans-10, cis-12 representam entre 75 e
90% e 3 e 5%, respectivamente, do CLA encontrado nos
produtos oriundos de ruminantes (PARODI, 2003). O isdmero
CLA cis-9, trans-11 foi identificado como um
anticarcinogénico natural (PARIZA; HA, 1990), enquanto o
isbmero CLA trans-10, cis-12 estd relacionado com
metabolismo de lipidios (BAUMGARD et al., 2000).

A teoria da bio-hidrogenacdo durante a depressdo da
gordura do leite (DGL) descreve que a inibicdo da sintese de
gordura na glandula mamaria ocorre por acdo de AGS
especificos, produzidos como intermediarios da bio-
hidrogenacdo no rdmen (BAUMAN; GRIINARI, 2001).
Estudos realizados em vacas leiteiras com infusdes pés-ruminal
(abomasal e/ou duodenal) com misturas de isomeros de CLA
resultaram em uma acentuada reducdo na secrecdo de gordura
no leite, voltando a niveis normais quando a suplementacdo foi
suspensa.

O CLA trans-10, cis-12 ¢ um dos acidos graxos que
atua na reducdo da gordura do leite (Baumgard et al., 2000;
Baumgard et al., 2001), formado no rdmen sob algumas
condicGes dietéticas caracterizadas por fornecer grandes
quantidades de carboidratos de rapida fermentacdo e baixo
conteudo de fibra e/ou por dietas suplementadas com fontes
ricas em Oleos insaturados que favorecem a reducgdo do pH
ruminal, associado ou ndo a presenca de acidos graxos poli-
insaturados no rimen (BAUMAN; GRIINARI, 2003). Como
consequéncia, ha uma alteracdo na rota da bio-hidrogenacédo



43

ruminal ocorrendo uma reducéo no teor e producdo de gordura
do leite (KADEGOWDA et al., 2008).

A DGL causada pelo CLA trans-10, cis-12 é marcada
pela reducdo da secrecdo dos &cidos graxos de todos o0s
tamanhos, embora a maior reducdo ocorra sobre os AG
oriundos da sintese de novo (C4 a Cl14 e parte dos C16)
(BAUMGARD et al., 2001). A acdo inibitéria do CLA trans-
10, cis-12 na secrecdo da gordura do leite é observada poucos
dias apos o seu fornecimento, com a reducéo alcancando o seu
valor maximo por volta do 3° ao 5° dia de suplementacéao e/ou
infusdo, e retornando aos niveis normais no mesmo periodo ao
final da suplementacdo (BAUMGARD et al., 2000).
Entretanto, quando a DGL é induzida pela dieta o retorno aos
niveis normais é em torno de 18 dias (RICO; HARVATINE,
2013).

Sobre 0os mecanismos de acdo do CLA trans-10, cis-12
que resultam na reducdo da gordura do leite, pelo menos em
parte hd diminuicdo da expressdo génica de enzimas
lipogénicas importantes como a ACC-a, FASN, SCD e LPL
(Baumgard et al., 2002), além disso, o metabolismo lipidico é
regulado pelo fator de transcricdo SREBP. O trabalho de
Peterson et al. (2004), cultivando a linhagem de células
epiteliais da glandula mamaria bovina (MAC-T) com CLA
trans-10, cis-12, mostrou reducdo na quantidade de mRNA das
enzimas ACC-o, FASN e SCD, e¢ da forma nuclear da
SREBP1. Posteriormente, Harvatine; Bauman (2006)
confirmaram em estudos in vivo em vacas que receberam uma
dieta que induziu a DGL, ocasionou a diminui¢ao na expressdo
das enzimas lipogénicas FASN, LPL, SCD e do fator de
transcricdo SREBPL.
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2.8 Metabolismo em ovelhas leiteiras

De acordo com Lock et al. (2006), 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, quando a dose é equivalente
em peso metabolico. Da mesma forma que nos bovinos, ha
uma reducdo da secrecdo de todos os &cidos graxos, mas
aqueles provenientes da sintese de novo sdo os que sofrem
maior efeito. Como consequéncia dessas diferencas na
magnitude de reducdo entre os grupos de acidos graxos, O
perfil da gordura do leite é modificado em direcdo a um
aumento da proporcao de &cidos graxos de cadeia longa.

Ovelhas em lactacdo suplementadas com 24g/d de CLA
trans 10, cis 12 fornecido na dieta em uma forma protegida da
bio-hidrogencdo, reduziu em 23% o conteddo de gordura do
leite e 16% na producdo da gordura (LOCK et al., 2006). Outro
estudo realizado com ovelhas leiteiras suplementadas com
CLA encapsulado contendo 2,4 g/d de CLA trans-10, cis-12,
houve reducdo 33 % da gordura do leite (WEERASINGHE et
al., 2012). Ja Oliveira et al. (2012) utilizaram uma dose de
8,79/d de CLA trans-10, cis-12 desprotegido da bio-
hidrogenagdo ruminal e obtiveram uma redugdo de 31,3% da
gordura do leite e 38% da producdo de gordura. O estudo
realizado por Husvéth et al. (2010) observou que as ovelhas e
as vacas leiteiras respondem de forma semelhante ao isoméro
de CLA trans-10, cis-12.
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2.9 Estudos in vitro

Vérias tentativas foram feitas para repetir a funcéo da
glandula maméria in vitro (Blum; Wicha, 1988, Ip; Darcy,
1996, Matitashvili, et al., 1997) pois o cultivo celular é util
para ajudar a responder questdes basicas da biologia da
glandula mamaéria (IP; DARCY, 1996).

As células primarias ou explantes de tecidos podem ser
utilizadas para o maior conhecimento da glandula mamaria
lactante, porém, desenvolvimento celular in vitro pode resultar
na perda da funcéo do tecido, devido a célula parar de sintetizar
os componentes do leite (Blum,Wicha , 1988). Além disso, a
viabilidade dos explantes é por um curto periodo de tempo, em
torno de 24 horas (IP; DARCY, 1996, KEYS et al., 1997).

O cultivo de explantes deve ser similar ao que ocorre no
do tecido in vivo. Porém, é dificil inferir no que ocorre in vivo,
ou seja, transferir os efeitos do animal para o explante em
cultivo incluindo fatores de crescimento e horménios e, a
dificuldade para determinar as mudangas que ocorrem em cada
tipo de célula (ROSE; MCCHONOCHIE, 2006).

As células MAC-T foram utilizadas para estudos de
expressdo de genes (Keating et al., 2008; Kadegowda et al.,
2009) em estudos in vitro para avaliar os efeitos de AG, sobre
0 crescimento, alteracdes morfoldgicas, apoptose e efeitos de
horménios.

O estudo de Peterson et al., (2004) utilizou as células
MAC-T para estudar os efeitos do CLA trans-10, cis-12,
causador da depressdo gordura de leite (DGL), sobre a
abundancia de mRNA de enzimas lipogénicas. Nesse estudo
relataram que a lipogénese foi inibida em 56% quando as
células foram incubadas com 75 umol/L de CLA trans-10, cis-
12. J& Keating et al. (2008) relataram que o aumento nas
concentragdes de CLA trans-10, cis-12 e cis-9, trans-11 tém
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impacto negativo sobre o crescimento da célula, induzindo a
apoptose das celulas mamaérias. Eles observaram que em doses
mais elevadas que 35 uM de CLA o crescimento das células foi
inibido.
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3 CAPITULO - Experimento In Vivo

Efeito de uma mesma dose de &cido linoleico conjugado
(CLA) trans-10, cis-12 na transcricao de genes envolvidos
na depressdo da gordura do leite em ovelhas lactantes de

diferentes pesos vivos

3.1 RESUMO

O objetivo do estudo foi avaliar a expressao de genes e fatores
de transcri¢do envolvidos na depresséo da gordura do leite em
ovelhas leiteiras com diferentes pesos vivos, recebendo a
mesma dose de CLA. Doze ovelhas lactantes cruza
Lacaune/Texel, foram separadas em dois grupos de acordo com
peso vivo (PV): a) Controle: com 51,0 + 2,0 kg e, b) Pesadas:
com 69,0 £ 4,0 kg, os quais receberam 27g/d de CLA contendo
29,9% de trans-10, cis-12. O CLA foi dosado oralmente por 10
dias. Foram coletadas amostras de leite para composi¢do nos
dias “zero”, 3 e 10, e realizadas bidpsias de glandula mamaria e
tecido adiposo nos dias 3 e 10. Foi extraido o RNA, feito o
cDNA e realizado PCR em tempo real. Os dados foram
analisados usando um delineamento inteiramente casualizado
em arranjo fatorial e utilizada a média geométrica dos genes
housekeeping como covariavel. A producdo de leite e o teor
dos componentes do leite foram analisados da mesma maneira,
utilizando como covariavel a produgédo e a composicdo do dia
"zero". O CLA trans-10, cis-12 reduziu a sintese de gordura no
leite entre os dias 3 e 10, mas ndo entre os animais de
diferentes pesos. Comparado ao grupo Controle, no grupo dos
animais Pesados houve uma maior expressdo génica da SCD e
S14 na glandula maméaria e da ACC-a PI, SREBP1 ¢ leptina no
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tecido adiposo. Com relacéo aos dias de suplementacédo, nao se
observou mudanca na expressdo dos genes mamarios aos 10
dias, apesar da ocorréncia de depressdo de gordura no leite,
enquanto que no tecido adiposo todos os genes avaliados
aumentaram a sua expressao. Assim, a resposta dos animais
com diferentes pesos pode ser dependente da dose de CLA
trans-10, cis-12 fornecido.

Palavras — chave: Expressao génica, lactacdo, ovinos

3.2 ABSTRACT

The objective of the study was to evaluate the expression of
genes and transcription factors involved in milk fat depression
in dairy sheep with different body weights, receiving the same
dose of CLA.Twelve lactating crossbred Lacaune/Texel ewes
divided in two treatments according to body weight (BW): a)
Control: with 51.0 = 2.0 kg and b) Heavy: with 69.0 £ 4.0 kg
receiving 27 g/day of CLA containing 29.9% of trans-10, cis-
12, dosed orally for 10 days. Milk samples were collected for
composition on days "zero", 3 and 10. Mammary gland and
adipose tissue biopsies were taken on days 3 and 10. RNA was
extracted, cDNA synthesized and qt-RTPCR carried out. Data
were analyzed using a completely randomized design in a
factorial arrangement, used the geometric mean of
housekeeping genes as covariate. Milk production and content
of milk components were analyzed in the same way, using as
covariate on the production and composition of "zero".The
trans-10, cis-12 CLA reduced the fat in milk synthesis between
3 and 10 but not between animals of different weights.
Compared to the control group, the animals of group Heavy
there was higher gene expression of SCD and S14 in the
mammary gland and ACC-a PI, SREBP1 and leptin in adipose
tissue. In the days of supplementation, there was no change in
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the expression of genes to mammary gland in the 10 days, in
tissue adipose all analyzed genes increased their expression.
Thus, the response of animals of different weights can be
dependent on the dose of CLA trans-10, cis-12 supplied.

Key - words: CLA, gene expression, lactation

3.3 INTRODUCAO

O isémero trans-10, cis-12 do acido linoleico conjugado
(CLA) é capaz de reduzir o teor e a producdo de gordura do
leite, com efeitos observados em camundongos (WARREN et
al.,, 2003), ovelhas (OLIVEIRA et al, 2012), cabras
(FERNANDES et al., 2014) e vacas (BAUMGARD et al.,
2000). A acdo do CLA trans-10, cis-12, ocorre, pelo menos em
parte, pela reducdo na expressdo génica de fatores de
transcricdo e genes que codificam enzimas lipogénicas
envolvidas na sintese “de novo”, na captacdo, trafego
intracelular e dessaturacdo de &cidos graxos e na sintese de
triglicerideos (BAUMGARD et al., 2002).

Em um experimento conduzido por Baldin (2012) foi
observado que cabras com maior peso Vivo necessitavam uma
maior dose de CLA trans-10, cis-12 para demonstrarem a
mesma magnitude de depressdo da gordura do leite. Assim,
objetivamos avaliar a expressdo de genes e fatores de
transcricdo envolvidos na sintese de gordura do leite em
ovelhas leiteiras com diferentes pesos vivos, recebendo a
mesma dose de CLA.
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3.4 MATERIAL E METODOS

3.4.1 Animais e tratamentos

A comissdo de ética de em experimentacdo animal da
Universidade do Estado de Santa Catarina aprovou todos o0s
procedimentos de manejo e cuidados com 0s animais
(protocolo n° 1.66.13).

Doze ovelhas cruza Lacaune/Texel, multiparas,
lactantes com 70 + 3 dias em lactacdo, foram separadas em
dois grupos de acordo com peso vivo (PV): a) Controle: com
51,0 + 2,0 kg e; b) Pesadas com 69,0 + 4,0 kg. Ambos grupos
receberam 27g/d de CLA (Luta-60, BASF AG, S&o Paulo,
Brazil) que consistia de &cidos graxos como ésteres metilicos
com a seguinte composicéao: 4,1% de acido palmitico, 3,6% de
acido estearico, 27,4% de é&cido oleico, 1,2 % de &cido
linoleico, 29,8% de CLA cis-9, trans-11, 29,9% CLA de trans-
10, cis-12 e 3,0% outros acidos graxos. O CLA usado foi o
mesmo suplemento relatado por Oliveira et al. (2012), Baldin
et al. (2013a), Baldin et al. (2013b), Baldin et al. (2014),
Fernandes et al. (2014), e que de Veth et al. (2004) relataram
que os ésteres metilicos de CLA tem o mesmo efeito que o
acido graxo livre de CLA para reduzir a sintese de gordura do
leite. O CLA foi dosado oralmente, com o auxilio de uma
seringa (30 mL), uma vez ao dia durante 10 dias. Procedimento
semelhante em ovelhas resultou numa transferéncia de 3,2 +
0,6% (0,28 g / dia) de CLA trans-10, cis-12 para o leite
(OLIVEIRA et al., 2012).

Todos os animais pastejaram trevo branco (Trifolium
repens L.) e festuca (Festuca arundinacea Schreb.) durante o
dia, com acesso livre a agua e, em cada ordenha os animais
recebiam 0,3 kg de matéria seca (MS) de concentrado,
composto por 56 % de milho, 39% de farelo de soja e 5% de
premix mineral/vitaminico. A noite, todos os animais foram
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mantidos em baias cobertas e receberam 0,3 kg de MS de
silagem de milho. O célculo para a estimativa do consumo dos
animais foi realizado utilizando a equacdo do INRA (2007),
que leva em consideracdo o0 peso vivo, a producdo e a
composicao do leite.

3.4.2 Amostras de leite e analises

Nos dias zero (d0), trés (d3) e dez (d10), a producédo de
leite foi medida individualmente, proveniente das ordenhas da
manh e tarde, e uma amostra de cada animal foi armazenada.
As amostras foram proporcionalmente compostas da ordenha
da manhd e da tarde, armazenadas a 4°C com conservante
(bronopol tablet; D & F Control Systems Inc., San Ramon, CA,
USA) antes de serem analisados os componentes do leite:
gordura, proteina, lactose, sélidos totais e contagem de células
somaticas (CCS). Os componentes do leite foram determinados
por meio de andlise de infravermelho (AOAC, 2000) a CCS
por citometria de fluxo e os valores transformados para escore
linear de acordo com NATIONAL MASTITIS COUNCIL
(1996).

3.4.3 Biopsias de tecidos

As biopsias de glandula mamaéria e tecido adiposo
foram realizadas nos dias 3 e 10 entre 1 e 4h ap6s a ordenha da
manh&, com duracdo meédia de 15 min/ovelha, de acordo com
procedimentos descritos por TICIANI et al. (2016).
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3.4.4 Extracdo de RNA, sintese de DNA complementar (cCDNA)
e quantificacéo de PCR em tempo real e primers utilizados

O RNA total foi extraido das amostras de glandula
mamaria e do tecido adiposo, foi realizada a sintese do DNA
complementar (cDNA) e foi medida a reacdo da cadeia da
polimerase em tempo real (QRT-PCR), de acordo com a
metodologia descrita por TICIANI et al. (2016).

Todos os primers foram desenhados usando o software
Primer Express (Applied Biosystems, v. 3.0) utilizando as
sequéncias dos genes de interesse, publicados no GenBank
[National Center for Biotechnology Information (NCBI);
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/]. Detalhes incluindo
sequéncias dos primers e desempenho sdo apresentados na
Tabela 1.

Um ensaio preliminar foi realizado para demonstrar a
formacdo de um unico produto e as eficiéncias de amplificacdo
de cada par de primers dos genes alvos e housekeeping,
utilizando o método de curva padrdao do “pool” de cDNA do
tecido mamario e do tecido adiposo onde a curva €
graficamente representada como uma linha de regressao dos
valores CT (cicle treshold) versus o log dos acidos nucleicos e
o0 coeficiente angular dessa reta determina a eficiéncia da
reacao.
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Tabela 1. Sequéncia (5’ para 3”) ¢ eficiéncia dos primers utilizados na transcrigcdo reversa quantitativa
PCR.

Simbolo®  Forward (F) and reverse (R) N° de acesso Amplicon, pb ~ R?  Eficiéncia

F:TCCCAGACGCGACCTGAA 100 0.99 101.3
Pl ACC-a NM_001009256.1

R:CACGGAGCCAATTATGAATCG

F: CTGCAGCAGGAGGACGAACT 100 0.99 99.6
PIIl ACC-a NM_001009256.1

R: TCCGCAGAACCCTCCATATC
F: GGCCGTCTTTCTGACCAAGA

FASN XM_012186804.1 100 0.99 98.6
R: CGTGACGCCTTGCTTTTTG
F: CAGAGTCAGACCTGGTCGAGAA XM_012177092.1 100 0.98 99.3
R: CTAGTGCCATGCCAGGCT

SCD F: CCGCCCTGAAATGAGAGATG NM_001009254.1 100 0.99 100.6

LEPTINA



R: CATGAGGATGATGTTTCTCCAAAC

F:CCTCACCCATCTTACCCTGA
S14 Hussein et al. 2013
R:TTGCAGGTCCAGGTCTTTC

F:-TCCATCAATGACAAGATCGTTGA
SREBP1 Hussein et al. 2013
R: GGATGTAGTCGATGGCTTTGC

F:GCCTTTGCCATCACTGCAAT
B-ACT NM_001009784.1
R: TGAGCTCTCCTGCCCTCTTG

F: GCCCTGAGGCTCTCTTCCA
RPS18 XM_012100477.1
R: CGGATGTCGACGTCACACTT

100

100

100

100

0.99

0.99

0.99

0.99

100.2

97.5

102.6

98.1
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YACC-o = acetil CoA carboxilase alfa promotores | e I11; FASN = 4cido graxo sintase; SCD = estearoil-CoA dessaturase 1;
S14 = hormdnio responsivo da tireoide spot 14; SREBP1 = proteina de ligacdo ao elemento regulatério de esterol 1; B-ACT

= Beta actina; RPS18 = proteina ribossomal S18.
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3.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados usando um delineamento
inteiramente casualizado em arranjo fatorial utilizando o
software SAS (SAS Institute, 2009). O modelo incluiu o efeito
do tratamento, do dia de coleta, e a interacdo entre o tratamento
x dia de coleta. Foi utilizada como covaridvel a média
geométrica dos genes housekeeping proteina ribossomal S18
(RPS18) e beta-actina (B-ACT) conforme descrito por
VANDESOMPELE et al. (2002) e excluida do modelo quando
ndo significativa. A andlise dos residuos estudentizados
(Studentized Residuals) com observacdes fora do intervalo +
2,5 foram consideradas “outliers” e excluidas da analise. Os
dados foram transformados para log2 quando necessario e
reportados transformados de volta. A producéo de leite e o teor
dos componentes do leite foram analisados da mesma maneira,
utilizando como covariavel a producdo e a composicao do dia
"zero" (removida guando ndo significativa). As médias foram
comparadas através da opc¢do PDIFF do comando LSMEANS e
o efeito foi declarado significativo quando P<0,05.

3.6 RESULTADOS

3.6.1 Consumo e Composicao do Leite

Na Tabela 2 sdo apresentados os dados de desempenho
e composi¢do do leite. O consumo estimado de matéria seca e
os teores de lactose e proteina foram, respectivamente, 18,8,
4,9 e 7,7% maiores para 0s animais Pesados.

Com relacdo aos dias de andlise, entre o dia 3 e 10 de

suplementacdo com CLA trans-10, cis-12, os teores de gordura,
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lactose e solidos totais foram reduzidos em 39, 5,5 e 19%,
respectivamente e, a producdo de gordura em 31%.
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Tabela 2. Desempenho e composicdo do leite de ovelhas leiteiras suplementada com a mesma dose de
CLA trans-10, cis-12 *.

Tratamento (TRT) Dia Valor P
TRT X

Variavel Controle  Pesada 3 10 SEM TRT Dia Dia
Producao de leite,

g/day 1139.2 1088.9 1032.1 1196.1 1241 0.77 0.36 0.45

Gordura (%) 6.0 6.1 7.6 4.6 0.21 0.81  0.001 0.38

Proteina (%) 5.2 5.6 5.5 5.3 0.09 0.007 0.17 0.99

Lactose(%) 4.1 4.3 4.4 4.1 0.05 0.01 0.003 0.71

Sélidos totais (%) 16.5 17.1 186 15.1 0.21 0.09 0.001 0.52

Producéo de gordura,
g/day 64.3 65.2 76.7 529 7.34 0.93 0.04 0.52

Producdo de proteina,
g/day 57.5 62.0 56.8 62.8 6.22 0.62 0.50 0.44



Producéo de lactose,

g/day 50.2 47.9 446  53.6 4.42 0.72 0.16
Producéo de sélidos
totais, g/day 179.8 1889 1889 177.7 1944 0.79 0.68
CCS, escore linear * 4.4 4.2 3.1 54 0.44 0.76  0.001
DMI (Kg) ** 1.6 1.9 1.7 1.7 0.03 0.005 045

69

0.12

0.45
0.71
0.26

*n=6(Controle) and 6 (Pesada)
** Escore linear de células sométicas (CCS): [LNSCC = LN(SCC/100)/(0.693147) + 3] (National Mastitis Council, 1996)
*** DMI = consumo de méteria seca
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3.6.2 Expressdo Génica

N&o houve efeito da interacdo entre os pesos e dias de
biopsia na glandula mamaria e no tecido adiposo (Tabelas 3 e
4).

Na glandula mamaéria houve uma maior expressao
génica da SCD (69,8%) e S14 (163%) nos animais Pesados
(Tabela 3). No tecido adiposo a expressdo génica da ACC-a PI
e da leptina foram, respectivamente, 175 e 167% maiores nos
animais Pesados (Tabela 4).



Tabela 3. Expressdo génica na glandula mamaria de ovelhas suplementadas com a mesma dose de
CLA trans-10, cis-12 *.

Tratamento (TRT) Dia Valor P

TRT x
Gene Controle Pesada 3 10 SEM TRT Dia Dia
ACCo PIII 104.2 142.6 109.8 136.9 20.4 0.20 0.36 0.34
FASN 94.9 133.3 1154 112.9 17.8 0.15 0.92 0.40
SCD 115.3 195.8 133.6 177.5 25.1 0.04 0.23 0.34
S14 114.3 300.8 179.9 235.3 47.2 0.01 0.41 0.81
SREBP1 134.3 144.7 153.2 125.9 125 0.56 0.14 0.22

*n=6 (Controle) and 6 (Pesada)
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Tabela 4. Expressdo génica no tecido adipos de ovelhas suplementadas com a mesma dose de CLA
trans-10, cis-12 *.

Tratamento (TRT) Dia Valor P
TRT X

Gene Controle  Pesada 3 10 SEM TRT Dia Dia
ACCa PI 158.3 434.8 111.9 481.2 91.8 0.05 0.01 0.31
FASN 192.8 182.1 107.1 267.7 52.9 0.88 0.05 0.61
SCD 299.1 3435 167.0 485.6 68.4 0.58 0.003 0.87
S14 93.1 101.0 42.6 220.8 1.59 0.51 0.001 0.96
SREBP1 195.3 285.3 177.9 302.7 33.9 0.07 0.01 0.28
Leptin 77.7 207.7 82.6 195.2 1.2 0.001  0.004 0.17

*n= 6 (Controle) and 6 (Pesada)
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3.7 DISCUSSAO

Como mostrado em estudos prévios, o CLA trans-10,
cis-12, reduz o teor e a producéo de gordura do leite de ovelhas
lactantes (Lock et al., 2006; Sinclair et al., 2007; Oliveira et al.,
2012), entretanto, ndo temos conhecimento de trabalhos que
tenham investigado os efeitos de uma mesma dose de CLA
trans-10, cis-12 em ovelhas lactantes de diferentes pesos vivos.

Neste estudo, os grupos de animais apresentaram uma
diferenca média de peso de 18 kg (P=0.01) que nao foi
suficiente para permitir a manifestacdo dos efeitos do CLA
trans-10, cis-12 sobre o teor e/ou produgéo de gordura do leite,
diferentemente do que ocorreu no trabalho do Baldin (2012)
com cabras leiteiras, onde a diferenca média de peso vivo entre
0s animais pesados e leves que receberam o CLA trans-10, cis-
12 foi de 32 kg.

A utilizacdo de duas doses de CLA trans-10, cis-12 (alta
e baixa) em vacas com mesmo de peso vivo, 9 semanas pos
parto, reduziu o contetdo e a producdo de gordura em 21% na
alta dose de CLA, enquanto que na dose baixa a reducéo foi de
11% (CASTANEDA-GUTIERREZ et al., 2005). Nesse estudo
citado, observou-se também que tanto o peso vivo dos grupos
de animais como o escore de condi¢do corporal ndo foram
diferentes (P>0.05), sugerindo que a resposta pode ser
dependente da dose fornecida de CLA trans-10, cis-12.

Em alguns casos quando ha reducédo na gordura do leite,
0s nutrientes que seriam usados para sintese de gordura podem
ser direcionados para a sintese de leite e proteina
(HARVATINE et al., 2009). No entanto, no presente trabalho,
apesar de ndo ter ocorrido diferenca na depressdo da gordura
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nos dois grupos, o teor de proteina e lactose aumentaram nos
animais Pesados, sem modificar a producgéo de leite.

Em funcdo do bem estabelecido efeito do CLA na
glandula mamaria de ruminantes domésticos lactantes,
optamos pela ndo utilizacdo de um tratamento controle nesse
estudo e isso foi uma limitagdo. Entretanto, a redugdo no teor e
a producdo de gordura do leite entre o dia 3 e 10, confirma o
efeito do CLA embora ndo tenha tido diferenca na expressdo
génica da ACCa PIII e FASN entre os grupos e, essa evidéncia
pode ser corroborada pelo tempo da meia-vida dessas duas
enzimas que é de 48 a 76h (CRAIG et al., 1972; VOLPE;
VAGELOS, 1973). O aumento da CCS entre os dias 3 e 10,
sem apresentar sinais clinicos de mastite pode ter ocorrido em
funcdo da apoptose das células epiteliais mamarias pelo efeito
do CLA trans-10, cis-12 conforme ja demonstrado nos estudos
de Bell; Kennely (2003), Keating et al. (2008) e Oliveira et al.
(2012), sendo maior ao final (dia 10) ja que as células estariam
expostas ao CLA trans-10, cis-12 por mais tempo.

A SCD ¢ responsavel pela fluidez do leite, suprindo a
glandula mamaria com 4&cidos graxos insaturados através da
introducao de uma dupla ligagdo “cis” entre os carbonos 9 e 10
dos acidos graxos e sua expressao génica foi maior nos animais
Pesados. A reducdo da expressdo génica pela acdo do CLA
trans-10, cis-12 nos animais Controle e a auséncia de diferenca
no teor e/ou producdo de gordura entre os grupos de animais,
pode ter ocorrido considerando-se que houve um efeito de
diluicdo do CLA trans-10, cis-12 nos animais Pesados os quais
necessitariam uma maior dose para igualar a reducéo do grupo
Controle, mostrando que uma reducdo na expressdo génica da
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SCD néo é fundamental para alteracdes no teor e/ou producao
de gordura.

De forma semelhante, o gene da S14 foi mais expresso
na glandula mamaria dos animais do grupo Pesados. O gene da
S14 codifica uma proteina nuclear que estd intimamente
associada com a regulacdo da sintese de &cidos graxos em
tecidos lipogénicos (KINLAW et al., 1995; ZHU et al., 2005).
Embora a sua exata funcdo bioquimica ndo seja conhecida ela é
encontrada no nucleo das células e é um coativador da
transcrigdo (Cunningham et al., 1998, Chou et al., 2007, Chou
et al., 2008) e Harvatine; Bauman (2006) identificaram o S14
como responsivo ao CLA trans-10, cis-12.

No tecido adiposo, a expressdo do gene da leptina foi
maior nas ovelhas pesadas, sugerindo que 0s animais
utilizados, além dos diferentes pesos vivos, apresentavam
adiposidade distinta entre os grupos. Como a sintese de leptina
em ruminantes é estimulada, a longo prazo, pela gordura
corporal e, a médio prazo, pelo nivel de alimentacdo (Chilliard
et al., 2001), o aumento que se observou no consumo estimado
de matéria seca no grupo dos animais Pesados pode ter
refletido também na maior expressdo génica.

Além disso, tanto a leptina quanto os demais genes
avaliados no tecido adiposo aumentaram a expressao génica no
dia 10. Isso corrobora, em parte, com os resultados encontrados
por Havartine et al. (2009), que observaram que em vacas
infundidas abomasalmente com o trans-10, cis-12 a expressao
das enzimas envolvidas na sintese de lipideos (FASN, SCD),
dos fatores de transcricdo (SREBP1 e PPARY) e da leptina
também aumentaram no tecido adiposo, frente a reducdo da
sintese de gordura no leite. Nesse caso, 0 que pode haver é o
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redirecionamento da energia que seria utilizada para a sintese
de gordura no leite para o tecido adiposo, no entanto, no nosso
estudo, a expressdao dos genes mamarios nao foi reduzida,
apesar do aumento da expresséo dos genes no tecido adiposo e
da ocorréncia de depressdo da gordura no leite entre os dias 3 e
10.

3.8 CONCLUSAO

A suplementacdo de uma mesma dose de CLA trans-10,
cis-12 para animais com diferentes pesos vivos ndo promoveu
a reducdo do teor e producdo de gordura do leite, assim como
ndo modificou a expressdo dos genes envolvidos na lipogénese
da glandula mamaria, sugerindo que a resposta € dependente da
dose de CLA trans-10, cis-12 fornecida de acordo com o peso
dos animais.
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4 CAPITULO - Experimento In Vitro

Explantes de glandula mamaria ovina para estudos
moleculares dos efeitos do &cido linoleico conjugado (CLA)
trans-10, cis-12 sobre fatores de transcrigcdo e genes
lipogénicos

4.1 RESUMO

O cultivo de explantes de glandula mamaria em lactacdo
permite avaliar o efeito de moléculas bioativas em ambiente
controlado, desde que mantenha as caracteristicas do tecido
como encontrado in vivo. Os objetivos deste estudo foram
avaliar explantes mamarios de ovelhas lactantes cultivados in
vitro como um modelo para estudo da expressdo génica e
avaliar o efeito do CLA trans-10, cis-12 sobre a expressdo
génica dos fatores de transcricdo e dos genes lipogénicos
envolvidos na sintese da gordura de leite. Os explantes foram
cultivados em meio de crescimento de células epiteliais
mamarias e submetidos aos seguintes tratamentos: CLA: meio
de cultivo + 315 umol de CLA trans-10, cis-12 complexado a
albumina sérica bovina e; Controle (meio de cultivo), por 3 e
24h. Apoés os tempos de cultivo, foi realizado o Ensaio do
Cometa e extraido o RNA, sintetizado o cDNA e realizado o
gRTPCR. Os dados foram analisados usando um delineamento
inteiramente casualizado em arranjo fatorial eutilizada a média
geométrica dos genes housekeeping como covariavel. As
médias foram comparadas e o efeito foi declarado significativo
quando P<0,05. O ensaio do cometa mostrou que ndo houve
fragmentacdo do DNA em 3 e 24h de cultivo. Os genes da
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estearoil CoA-dessaturase (SCD) e receptores ativados por
proliferadores de peroxissomo gama (PPARy) no tratamento
CLA foram reduzidos, respectivamente, em 70 e 90% de 3 para
24 h. O cultivo de explantes de glandula mamaria lactante por
24h pode ser utilizado para estudos moleculares avaliando a
expressao génica.

Palavras-chave: ovelha lactante, ensaio do cometa, expressao
génica

4.2 ABSTRACT

The cultivation of mammary gland explants lactating allows to
evaluate the effect of bioactive molecules in a controlled
environment, maintains the characteristics of the fabric as
found in vivo. The objectives of this study were to evaluate
breast explants cultured lactating ewes in vitro as a model for
the study of gene expression and evaluate the effect of CLA
trans-10, cis-12 on gene expression of transcription factors and
lipogenic genes involved in the synthesis of milk fat. The
explants were cultured in growth medium mammary epithelial
cells and subjected to the following treatments: CLA: culture
medium + 315 umol of trans-10, cis-12 CLA complexed with
bovine serum albumin and; Control (culture medium), for 3
and 24 hours. After the times of cultivation, was held the
Comet Assay and extracted RNA, cDNA was synthesized and
gRTPCR performed. Data were analyzed using a completely
randomized design in a factorial arrangement, used the
geometric mean of housekeeping genes as covariate. Means
were compared and the effect was declared significant when P
<0.05. The comet assay showed no DNA fragmentation at 3
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and 24 h of culture. The gene of stearoyl CoA desaturase
(SCD) and peroxisome proliferator-activated receptor gamma
(PPARY) treatment in the CLA were reduced respectively by
70 and 90% from 3 to 24 h. The explants cultivation for 24h
lactating mammary gland can be used for molecular studies
assessing gene expression.

Keywords: lactating ewe, comet assay, gene expression

4.3 INTRODUCAO

A linhagem de células epiteliais bovinas MAC-T tem
sido utilizada em estudos de cultivos in vitro para avaliar os
efeitos do acido linoleico conjugado (CLA) trans-10, cis-12,
como demonstrado por PETERSON et al. (2004). Entretanto,
ndo é do conhecimento destes autores a existéncia de linhagens
de células ovinas para cultivo in vitro o que torna 0 uso de
explantes de tecido mamario objetos para a investigacao.
Adicionalmente, sabe-se que o cultivo de tecido (explantes) de
glandula mamaria de animais em lactacdo permite avaliar o
efeito de moléculas bioativas, desde que o tecido mantenha a
atividade celular normal, tal como ocorreria em animais vivos
(Keys et al., 1997) permitindo estudar a glandula mamaria
lactante sem a interferéncia do metabolismo em geral (IP;
DARCY, 1996; HU et al., 2009). Keys et al. (1997) avaliaram
por 96h, células primarias isoladas de tecido mamério e
explantes de tecido mamario de vacas lactantes, cultivados in
vitro conjuntamente com tecido adiposo e hepatico, e
verificaram que tanto em células como nos explantes, até 24h
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de cultivo, a viabilidade foi mantida porque ndo ocorreu
mudangas na quantidade de DNA.

O isdbmero do CLA trans-10, cis-12 foi identificado
como potente inibidor da sintese da gordura do leite
(Baumgard et al., 2000), sendo um dos mecanismos causadores
desta inibicdo a reducdo da expressdo génica de fatores de
transcricdo e genes lipogénicos que codificam as enzimas que
atuam na sintese “de novo” dos acidos graxos, na captacao,
transporte intracelular, dessaturacdo de acidos graxos e na
sintese de triglicerideos (BAUMGARD et al., 2002).

Desde modo, os objetivos deste estudo foram avaliar
explantes mamarios de ovelhas lactantes cultivados in vitro
como um modelo para estudo da expressdo génica e avaliar o
efeito do CLA trans-10, cis-12 sobre a expressao génica dos
fatores de transcricdo proteina de ligacdo ao elemento
regulatorio esterol 1 (SREBP1) e receptores ativados por
proliferadores de peroxissomo gama (PPARy) e dos genes da
acetil-CoA carboxilase alfa transcritos da regido promotora trés
(ACC-a PIII), da sintase de acidos graxos (FASN) e da
estearoil-CoA dessaturase (SCD), envolvidos na sintese de
gordura de leite.

4.4 MATERIAL E METODOS

Todos o0s procedimentos com o0s animais foram
aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
Universidade do Estado de Santa Catarina (protocolo n°
1.66.13).
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4.4.1 Bidpsia do tecido, cultivo dos explantes e tratamentos

Os explantes de glandula maméria foram obtidos
através de bidpsia de uma ovelha cruza Lacaune/Texel com
120 dias em lactagdo. Para a biopsia foram realizados os
procedimentos descritos por Ticiani et al. (2016). Os explantes
pesaram 12 + 1.86) e foram cultivados em placas de quatro
pocos (Nunclon-Nunc, Roskilde, Denmark), com 400 uL de
meio de cultivo (MEGM; Lonza, Walkersville, MD, USA)
adicionado dos seguintes reagentes: extrato de pituitaria,
insulina, eGF, hidrocortisona, gentamicina, anfotericina e 10%
de soro fetal bovino (SFB; Nutricell, Campinas, SP, Brasil),
incubados a 37°C com 5% CO; e umidade saturada. Os
tratamentos foram: a) CLA: meio de cultivo + 315 pmol de
CLA trans-10, cis-12 (Nuchek Prep, In, Elysian, MN, USA)
complexado a albumina sérica bovina (Sigma-Aldrich Co., St.
Louis, MI, USA) e; b) Controle (meio de cultivo), por 3 e 24h,
em sextuplicata. A concentracdo de CLA trans-10, cis-12
utilizada foi 4 vezes maior que aquela descrita por Peterson et.
al (2004) por se tratar de tecido e pela escassez de referéncias.

Os dados de expressdo génica foram corrigidos no
tratamento CLA conforme segue: a expressao génica dos genes
de interesse foi dividida pelo peso do explante e, este resultado,
foi dividido pela concentragdo do CLA e, posteriormente, 0
valor obtido foi multiplicado pelo resultado final da expresséo
dos genes de interesse.

4.4.2 Separacao das células dos explantes

Depois de 3 e 24h, foi removido o meio de cultivo e os
explantes foram imersos no meio Accumax (Sigma-Aldrich
Co., St. Louis, MI, USA) por 10 min para a desintegracdo do
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tecido. Apos parte do tecido ter se desintegrado, as células
isoladas foram centrifugadas e suspendidas em 100 pL de meio
de cultivo, coradas na concentracdo de 1:4 com azul de tripan
(Vetec Chemistry Ldta, Duque de Caxias, Rio de Janeiro, BR)
sendo retirado 20 pL para a contagem em camara de Neubauer.

4.4.3 Ensaio do Cometa

O Ensaio do Cometa (eletroforese de células isoladas)
foi realizado de acordo com Singh et al. (1988), com algumas
modificag0es feitas por SILVA (2007). Brevemente, as laminas
contendo as células foram imersas por 2h em 100 mL na
solugéo de lise composta pelos seguintes reagentes: NaCL 2,5
M, EDTA 100 mM, Tris 10 mM, pH 10 e Triton X-100 1%,
dimetil sulféxido (DMSO) 10%. Posteriormente, as Iaminas
foram removidas da solugdo de lise e imersas em 1,5 L da
solucéo de eletroforese (NaOH 300 mM e EDTA 1mM, pH 13)
a 4°C por 20 min. Em seguida, as laminas foram submetidas a
uma corrente elétrica de 25 volts e 300 mA por 20 min, apds
fixadas em etanol 100% e coradas com Hoechst (Sigma-
Aldrich Co., St. Louis, MI, USA), e foram visualizadas em
microscopio de epifluorescéncia com comprimento de onda de
465 nm para verificar a fragmentacdo do DNA

4.4.4 Extracdo de RNA, sintese de DNA complementar (CDNA)
e quantificacéo de PCR em tempo real e primers utilizados

Depois de 3 e 24h de tratamentos, o RNA total foi
extraido dos explantes mamarios, foi realizada a sintese do
DNA complementar (cDNA) e foi medida a reagdo da cadeia
da polimerase em tempo real (QRT-PCR), de acordo com a
metodologia descrita por TICIANI et al. (2016).
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Todos os primers foram desenhados usando o software
Primer Express (Applied Biosystems, v. 3.0) utilizando as
sequéncias dos genes de interesse, publicados no GenBank
[National Center for Biotechnology Information (NCBI);
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/]. Detalhes incluindo
sequéncias dos primers e desempenho sdo apresentados na
Tabela 1.

Um ensaio preliminar foi realizado para demonstrar a
formacdo de um unico produto e as eficiéncias de amplificacdo
de cada par de primers dos genes alvos e housekeeping,
utilizando o método de curva padrdo do “pool” de cDNA do
tecido mamario onde a curva € graficamente representada
como uma linha de regresséo dos valores CT (cicle treshold)
versus o log dos acidos nucleicos e o coeficiente angular dessa
reta determina a eficiéncia da reagdo.
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Tabela 1. Sequéncia (5’ para 3”) ¢ eficiéncia dos primers utilizados na transcrigcdo reversa quantitativa

PCR.
Simbolo® Forward (F) e reverse (R) N° de acesso Amglrl)con, Rz  Eficiéncia
PIll ACC- F: CTGCAGCAGGAGGACGAACT
o R: TCCGCAGAACCCTCCATATC NM_001009256.1 100 0.99 9.7
F: GGCCGTCTTTCTGACCAAGA
FASN R: CGTGACGCCTTGCTTTTTG XM_012186804.1 100 0,99 96,3
SCD F: CCGCCCTGAAATGAGAGATG NM_001009254.1 100 0,99 96,6
R: CATGAGGATGATGTTTCTCCAAAC
F:-TCCATCAATGACAAGATCGTTGA .
SREBP1 R: GGATGTAGTCGATGGCTTTGE Hussein et al. 2013 100 0,98 95,6
PPARYy F:CCAAGAATATCCCCGGCTTT NM_001100921.1 100 0,95 100,4
R:AGGCCAGCATCGTGTAAATGA
F:GCCTTTGCCATCACTGCAAT
BACT A GCTOTeCTaCeCr T e NM_001009784.1 100 0,99 97,4
RPS18 F: GCCCTGAGGCTCTCTTCCA XM_012100477.1 100 0,99 95,4
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R: CGGATGTCGACGTCACACTT
'ACC-0= acetil CoA carboxilase alfa - promotor I1l; FASN= &cido graxo sintase; SCD= estearoil-CoA dessaturase 1;
SREBP1= proteina de ligagdo ao elemento regulatério de esterol 1; PPARy= receptores ativados por proliferadores de
peroxissomo gama; B-ACT= Beta actina; RPS18= proteina ribossomal S18.
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4.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados usando um delineamento
inteiramente casualizado em arranjo fatorial utilizando o
software SAS (SAS Institute, 2009). O modelo foi composto
por o efeito do tratamento, tempo de cultivo e interacdo
tratamento x tempo de cultivo. Foi utilizada como covariavel a
média geométrica dos genes housekeeping proteina ribossomal
S18 (RPS18) e beta-actina (B-ACT) conforme descrito por
Vandesompele et al. (2002) e excluida do modelo quando néo
significativa. A andlise dos residuos estudentizados
(Studentized Residuals) com observacdes fora do intervalo *
2,5 foram consideradas “outliers” e excluidas da analise. Os
dados foram transformados para log2 quando necessario e
reportados transformados de volta. As médias foram
comparadas através da opcdo PDIFF do comendo LSMEANS e
o efeito foi declarado significativo quando P<0,05.

4.6 RESULTADOS

O Ensaio do Cometa utilizado para determinar a
integridade do DNA foi realizado as 3 e 24h, nos tratamentos
CLA e Controle. De acordo com a escala de danos ao DNA
descrita por Collins (2004), o resultado foi classificado como
"zero" indicando auséncia de fragmentacdo do DNA que
levaria a formagao da “cauda” do Cometa pela marcacao dos
fragmentos do DNA, conforme pode-se observar na Figura 1.

Com relagdo, a expressdo génica, na Tabela 2 sdo
mostrados 0s genes avaliados e os efeitos dos tratamentos nos
cultivos as 3 ou 24 horas. Houve uma reducéo de 90 e 70% na
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expressao geénica, respectivamente, para os genes da SCD e
PPARYy, nos explantes tratados com CLA de 3 para 24 horas.



Figura 1. Ensaio do Cometa em células isoladas a partir dos explantes mamarios cultivados por 3 e
24h (a) CLA e (b) Controle.
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Tabela 2. Expressdo génica nos explantes de glandula mamaria cultivados in vitro*.

Tratamento (TRT) Tempo Valor de P
Gene CLA  Controle 3 24 SEM TRT Tempo ;;;p)é
ACCa  19.92 40.79 60.95 13.33 1.53 0.23 0.004 0.17
F,F;\IéIN 9342 106.55 81.83 130.36 1.67 0.85 0.35 0.86
SCD 50.02 63.07 65.94 47.85 1.24 042 0.19 0.005
SREBP1 46.85 39.87 71.19 26.3 1.18 0.47 0.001 0.11
PPARy 94.01 6791 17535 3641 1.16 0.11 0.001  o.001

* CLA n=6, Controle n=6
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4.7 DISCUSSAO

Observa-se na Figura 1 que ndo houve a formacédo da
“cauda” do Cometa, ou seja, ndo houve a fragmenta¢do do
DNA no teste sugerindo que o tecido estava integro durante o
cultivo por até 24h e, portanto, o cultivo de explantes é uma
ferramenta que pode ser utilizada em estudos avaliando a
expressdao génica de fatores de transcricdo e genes que
codificam enzimas envolvidas na sintese de lipideos na
glandula maméria, submetidos a diferentes tratamentos. Sobre
essa metodologia, ela é de execucdo simples e pode ser
aplicada em diferentes tecidos dos quais se obtém suspensdes
de células (Tice et al., 2000; Collins, 2004; Dhawan et al.,
2009), alem de ser considerada um ensaio de alta sensibilidade
e especificidade (Rojas et al., 1999).

O mesmo foi observado no cultivo dos explantes por
3h. Este tempo foi usado no nosso trabalho para servir de
comparacdo ja que € utilizado em estudos que medem a
lipogénese em explantes mamarios conforme inicialmente
descrito por Bauman et al. (1973) e depois por Baumgard et al.
(2002) em estudo com medidas de expressdo génica. E
importante salientar que a manutencdo dos explantes de tecido
lactante por longos periodos em cultivo como é feito com
linhagens de células ndo é possivel porque se a célula epitelial
mamaria nao secretar a gordura ela se torna inviavel (Bauman
etal., 2011).

A mudanca da expressdo génica para alguns dos genes
avaliados, de 3 para 24h de cultivo esta relacionada com a
adaptacdo do explante mamario as condi¢fes de incubacdo e
aos componentes do meio de cultivo, como ja descrito por
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Fresnhey (2011) ou devido ao tempo necessario para absorcao
de &cidos graxos por células mamérias conforme mostrado por
Kinsella (1970). Assim, podemos sugerir que com 3h de
cultivo ainda ndo h4 CLA trans-10, cis-12 nas células epiteliais
do explante mamario capaz de elicitar os efeitos em nivel
molecular o que acontece somente as 24h.

Com relacdo a expressdo génica, o tratamento com o
CLA trans-10, cis-12 reduziu a expressdo génica, conforme
mostrado na Tabela 2. Durante a sintese de gordura na glandula
mamaria, a ACC-a transcrita da regido promotora Il (PIII) é
predominante em ovinos e catalisa a formagéo de malonil-CoA
a partir do acetil-CoA para posteriormente a FASN fazer o
alongamento da cadeia de carbonos durante a sintese de acidos
graxos. Neste estudo era esperado que a expressao génica da
ACC-a PIIT e da FASN nao fosse reduzida tendo em vista que
estas enzimas possuem meia-vida de 48 a 72h (Craig et al.,
1972; Volpe e Vagelos, 1973) e que ainda estariam ativas no
tecido sob cultivo acima das 24h utilizadas como tempo limite
neste estudo.

Ja nos estudos in vitro utilizando a linhagem de células
epiteliais bovinas (MAC-T) o CLA trans-10, cis-12 reduziu a
expressdo dos genes ACC, FASN, SCD e do fator de
transcricdo  SREBP1, envolvidos no metabolismo lipidico
(Peterson et al., 2004; Ma e Corl, 2012). A diferenga entre
explantes e linhagens de células epiteliais & que neste dltimo
modelo de estudo as células precisam ser induzidas pelos
horménios lactogénicos para que se tornem funcionais e
sintetizem a gordura, diferente dos explantes onde as células no
animal ja estdo naturalmente lactantes e a expressdo dos genes
gue codificam as enzimas envolvidas na sintese de lipideos
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também ja estaria ocorrendo. E conveniente ressaltar que as
enzimas e proteinas codificadas pelos genes avaliados, tém
meia-vida com tempos diferentes de duracdo (SREBP1 ~ 1h,
Ponugoti et al., 2010; SCD e PPARY ~ 3 a 4h, respectivamente,
Toyama et al., 2007 e Bruedigam et al., 2008) o que corrobora
em ser um tempo superior as 3h para que o tratamento com
CLA trans-10, cis-12 tivesse efeito.

Sobre esse aspecto, embora a meia-vida da SREBP1
seja relativamente curta, conforme ja& mencionado, ela e sua
reguladora, a proteina de clivagem-ativagdo da SREBP1
(SCAP) combinam-se para regular a expressdo de RNA de
enzimas que sintetizam os &cidos graxos, podendo ocorrer a
reducdo da sua forma nuclear (NSREBP1) sem reducdo da
sintese de RNA ou da propria proteina conforme demonstrado
por Peterson et al. (2004).Esse pode ser o motivo de nao
encontrarmos a redugdo na expressdo génica da SREBP1 em
24h de cultivo j& que ndo medimos a forma nuclear da
SREBP1.

Bionaz e Loor (2008) sugeriram que o PPARY regula,
pelo menos em parte, a sintese de gordura do leite em vacas
lactantes em funcdo da sua expressao génica ser aumentada no
tecido mamario entre os estados fisiologicos de gestacdo e
lactacdo e por haver, neste mesmo periodo, um aumento da
expressao de genes lipogénicos alvos do PPARYy.

Por ser um fator de transcri¢édo dependente do ligante,
para 0 PPARy se tornar ativo, alguns acidos graxos poli-
insaturados, incluindo o CLA, podem agir como agonistas
naturais. Esse efeito tem sido observado nos tecidos
lipogénicos em ndo-ruminantes, porém, em ruminantes, o
PPARy parece ter uma resposta diferente. No seu estudo,
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Kadegowda et al. (2009) cultivaram células epiteliais bovinas
(MAC-T) com o isdmero trans-10, cis-12 e observaram
redugdo da expressao dos genes alvos do PPARy, também com
24 horas de cultivo mas ndo observaram alteracdo na expressao
génica do PPARY.

Isso possivelmente ocorre porque o trans-10, cis-12
compete ou reduz a sintese de outros ligantes enddgenos ou
suprime a atividade do PPARYy por meio de sua fosforilagdo e
consequente reducdo da afinidade aos seus ligantes (Brown e
Mclintosh, 2003; Kennedy et al., 2008), contudo, esses
mecanismos ndo estdo totalmente esclarecidos e néo talvez ndo
possam ser aplicados ao nosso estudo, uma vez que 0 mesmo
se trata de cultivo de explantes e ndo das células propriamente
ditas.

4.8 CONCLUSAO

O cultivo de explantes de glandula mamaria lactante por
24h pode ser utilizado para estudos moleculares avaliando a
expressao génica. O tratamento com CLA trans-10, cis-12 por
24h reduziu a expressao génica da PPARy e SCD.
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