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RESUMO

A busca pela otimizagéo dos sistemas produtivos com animais conduz para além do
fator animal, e nos mostram que os componentes “micro” sdao que sustentam os
fatores de producéo. Deste modo a nutrigendmica animal ganha cada vez mais
importancia e destaque na busca pela eficiéncia de recursos. Com isso, 0 presente
trabalho visou analisar o efeito dos receptores ativados por proliferadores de
peroxissomo gama (PPARYy) na transcricdo de genes lipogénicos e sua resposta ao
acido linoleico conjugado (CLA, com os isébmeros trans-10, cis-12 e cis-9, trans-11),
através de um agonista quimico especifico (TZD, thiazolinediona). No experimento
foram realizados cultivos de explantes de glandula maméria de ovelhas lactantes,
submetidos aos seguintes tratamentos: 1) Controle: meio de cultivo, 400ul; 2) TZD:
40mL (10 puMol/Lt); 3) CLA: (50% de trans-10, cis-12 e 50% de cis-9, trans-11): 30mL
(315 puMol/Lt) e; 4) TZD + CLA: 40mL TZD (10 pMol/Lt) + 30mL (315 pMol/Lt). Foi
extraido o RNA, sintetizado o DNA complementar (cDNA) e realizado a reacédo da
cadeia da polimerase em tempo real (PCR Real Time) e medida a expresséo génica
da isoforma PIll da acetil-CoA-carboxilase alfa (ACCa), acido graxo sintase (FASN),
receptores ativados por proliferadores de peroxissomo gama (PPARYy), proteina de
ligacdo ao elemento de resposta a esterol 1 (SREBP1), proteina de ativacdo de
clivagem da SREBP1 (SCAP), estearoil-CoA-dessaturase (SCD), gene-1 induzido
pela insulina (INSIG1), gene-2 induzido pela insulina (INSIG2). Comparado ao
Controle, o TZD aumentou a expressao dos genes, sendo SREBP1 (1.010%),
INSIG1 (789%), INSIG2 (849%), FASN (7831%), ACCa (8753%), SCD (6272%) e
PPARYy (620%). Comparado ao tratamento TZD+CLA o TZD, aumentou a expressao
dos genes SREBP1 (237%), ACCa (1729%), INSIG1 (7142%) e PPARYy (2480%).
Em comparacdo ao tratamento CLA, o TZD aumentou a expressdao da FASN
(275%), SCAP (916%), SCD (206%) e INSIG2 (1700%). Conclui-se que o uso do
agonista quimico TZD em explantes da glandula mamaria de ovelhas lactantes
aumenta a expressao do PPARy e o CLA reduz a expressao génica da FASN,
ACCa, SCD e SCAP. No tratamento TZD+CLA, o TZD nao supera a capacidade de
reducdo da expresséo génica do CLA para os genes PPARy, FASN, SCD, SCAP,
INSIG1 e INSIG2.

Palavras-chave: Expressao génica. Lipogénese. Receptor nuclear. Tiazolinediona.






ABSTRACT

The search for optimization of production systems with animals leads to besides the
animal fator, and show us that the micro components are the ones which sustain the
production factores. On this way the nutrigenomic animal gains more importance and
prominent in the search forresourse efficiency. Thereby the aim of this work was to
analyse the effects of peroxisome proliferator activated gamma receptors (PPARY) in
the transcription of lipogenic genes and its response to conjugated linoleic acid
(mixture of isomers trans-10, cis12 and cis-9, trans-11) through a specific chemical
agonist (TZD, thiazolinedione). 1) Control: growing medium, 400ul; 2) TZD: 40ml
(10pMol/Lt); 3) CLA (50% of CLA transl0, cis-12 and 50% of CLA cis-9, trans-11):
30ml (315uMol/Lt) and 4) TZD+CLA: 40ml TZD (10uMol/Lt) + 30ml (315uMol/Lt). It
was extracted the RNA, synthesized the complementary DNA (cDNA), and carried
out the polimerase chain reaction in Real Time (PCR — Real Time), measured the
genetic expression of isoform PIII of acetyl-CoA-carboxylase alpha (ACCa), fatty acid
synthase (FASN), peroxisome proliferator activated gamma receptors (PPARY),
sterol regulatory elemento-binding protein 1 (SREBP1), cleavage activation protein of
SREBP1 (SCAP), stearoyl-CoA-desaturase (SCD), insulin induced gene 1(INSIG1),
insulin induced gene 2(INSIG2). Compared to control, the treatment TZD increased
the genes expression being SREBP1(1010%), INSIG1 (789%), INSIG2 (849%),
FASN (7831%), ACCa (8753%), SCD (6272%) and PPARYy (620%). Compared to the
TZD+CLA treatment, the TZD treatment increased the expression of the genes
SREBP1 (237%), ACCa (1729%), INSIG1 (7142%) and PPARy (2480%). Compared
to CLA treatment, TZD increased the expression of FASN (275%), SCAP (916%),
SCD (206%) and INSIG2 (1700%). It was concluded that the use of chemical agonist
TZD in explants of the mammary gland of ewes, grown in vitro has acted to induce a
greater expression of PPARy and CLA reduces the genes expression FASN, ACCa,
SCD and SCAP. In the TZD+CLA treatment, the TZD does not exceed the capacity
of reducing CLA gene expression for the PPARy, FASN, SCD, SCAP, INSIG1 and
INSIG2.

Key-words: Genetic Expression. Lipogenesis. Nuclear Receptor. Thiazolinedione.
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1 INTRODUCAO

Com a consciéncia global de otimizacdo dos recursos, a producdo animal
segue o rumo para melhorar a eficiéncia de todo o processo produtivo, do campo a
mesa do consumidor, de modo mais acentuado no que diz respeito aos produtos
lacteos, devido ao intensivo modo de criacdo de animais para a producao de leite, o
que leva a intensificacdo de estudos com animais em lactacdo (BIONAZ, 2014).

Deste modo estudos e pesquisas séo realizados a fim de encontrar maior
compreensao e progresso, principalmente no que se refere a biologia da lactacéo,
com a finalidade de explicar os processos que permeiam o0 metabolismo dos
principais constituintes do leite (BIONAZ e LOOR, 2011).

Deste modo, a compreensdo da bioquimica da sintese de lipidios do leite
torna-se importante bem como sua regulacdo e sinalizagdo celular na glandula
mamaria mesmo que essas vias ndo sejam totalmente compreendidas pela ciéncia
(BAYL e STEIN, 2003). Em relacdo aos acidos graxos, de modo especial 0s
poliinsaturados, sdo capazes de exercer efeitos mais evidentes na expressao génica
de algumas enzimas que estdo relacionadas ao metabolismo de carboidratos e
lipidios (SALTER e TARLING, 2007).

J4 sabido a algum tempo, a gordura produzida durante o processo de
lactacdo, ndo resulta apenas de um aumento das taxas de sintese de acidos graxos
pelo tecido mamario, mas também da reducdo da sintese que ocorre no tecido
adiposo (VERNON e FLINT, 1983). Essa mudanca, € devida a grande demanda de
energia para sintetizar os componentes do leite, sendo que esses processos sao
controlados por diversos horménios e fatores de transcricao.

Mesmo com o conhecimento dos processos bioquimicos que permeiam a
sintese de lipidios do leite (NEVILLE e WALSH, 1995), a identificacdo e
quantificacdo dos genes quanto a sua funcionalidade teve inicio na década de 1970,
com a técnica de Northern Blot, mas a popularizacdo da quantificacdo da expressao
dos genes foi possivel quando da aplicagdo da técnica da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR). Esta identificacdo € influénciada diretamente pelos nutrientes
ingeridos pelo animal, acdo esta, estudada através da nutrigendmica (BIONAZ e
LOOR, 2008).

Estudos recentes demonstraram que o isdbmero trans-10, cis-12 do &cido

linoleico conjugado (CLA) é um potente inibidor da sintese de gordura sendo
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estudado pelo meio cientifico (BAUMAN et al., 2008). Os mecanismos pelo qual o
isdbmero do CLA trans-10, cis-12 causa reducdo na sintese de lipidios do leite
envolve, ao menos em parte, a reducado coordenada da expressdo de genes que
codificam fatores de transcricdo e enzimas lipogénicas (BAUMGARD et al., 2002;
KADEGOWDA et al., 2009), sendo esse efeito observado em ruminantes
(BAUMGARD et al., 2002) e monogastricos (PARK et al., 1997; OSTROWSKA et al.,
2000).

Em relacdo a sintese de gordura do leite, devemos considerar ndo sé a
depressdo, mas também a possibilidade de elevacdo do teor de gordura no leite.
Alguns estudos sugerem que, agonistas do PPARy podem aumentar a expressao
génica de genes correlacionados a sintese lipidica, via estimulacdo de fatores de
transcricdo, podendo ser deste modo um importante regulador desse processo
(STRAUS e GLASS 2007).

Pesquisas com esses agonistas em animais em lactagdo em conjunto as
técnicas de analise molecular envolvendo a expressao génica, podem promover um
avanco no conhecimento dos mecanismos relacionados a regulacédo nutricional da
lipogénese mamaria em ruminantes. Uma das ferramentas utilizadas € o cultivo de
explantes de glandula mamaéria lactante, que 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,
Urio (2016) realizou a avaliacdo da integridade do DNA através do “Teste do
Cometa”, para verificar a viabilidade de explantes mamarios de ovelhas lactantes
cultivados in vitro, por 3 e 24h, e mostrou que ndo houve fragmentacdo do DNA em
ambos tempos, concluindo que explantes da glandula mamaria lactante por até 24h
podem ser utilizados para estudos moleculares avaliando a expressao génica.

Dessa maneira, 0 presente trabalho visou avaliar os efeitos de um agonista
sintético dos receptores ativados por proliferadores de peroxissomo gama (PPARYy),
do acido linoleico conjugado (CLA) e de ambos na expressao dos genes e fatores de
transcricdo lipogénicos, acetil-CoA carboxilase alfa (ACCa), acido graxo sintase
(FASN), estearoil-CoA dessaturase (SCD), proteina de ligacdo ao elemento
regulatorio de esterol (SREBP1), proteina de clivagem-ativacdo da SREBP1 (SCAP),
gene-1 induzido pela insulina (INSIG1), gene-2 induzido pela insulina (INSIG2) e os

receptores ativados por proliferadores de peroxissomo gama (PPARYy), através de
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cultivos de explantes mamarios de ovelhas lactantes tratados com o &cido linoleico
conjugado (CLA) e com a Tiazolinediona (TZD).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 SINTESE E METABOLISMO LIPIDICO

A sintese de gordura do leite necessita de uma coordenada acdo enzimatica
envolvendo a captacdo da circulagdo e a sintese de novo de acidos graxos,
transporte e ativacao intracelular, dessaturacao, esterificacdo, sintese, transporte e
secrecdo da goticula lipidica pela célula epitelial mamaria.

Em ruminantes, os AG secretados no leite sédo oriundos de duas fontes, que
em situacdes de balanco energético positivo sdo igualmente importantes,
primeiramente acidos graxos provenientes da sintese de novo, formados nas células
do epitélio mamario, e acidos graxos pré-formados oriundos da dieta e captados da
circulacdo sanguinea. Na sintese de novo a ACCa forma malonil-CoA a partir do
Acetil-CoA e a FASN catalisa uma sequéncia de reacdes que adicionam dois
carbonos a uma cadeia até a formacédo do C16:0. Da circulacdo sanguinea temos a
disponibilizacdo de acidos graxos provenientes da mobilizacdo de reservas corporais
ou da absorcdo da dieta. Esses &cidos graxos serdo esterificados no glicerol
formando trigliceridios que € a principal forma em que a gordura se apresenta no
leite.

Todos os processos que envolvem desde a sintese de acidos graxos até a
formacdo do trigliceridio na glandula mamaria, envolvem os genes ACC, FASN,
SCD, PPARYy, SREBP1, SCAP, INSIG1 e INSIG2 nas diferentes vias metabdlicas

gue serdo abordados na sequéncia.

2.2 RECEPTORES ATIVADOS POR PROLIFERADORES DE PEROXISSOMO
GAMA (PPARY)

2.2.1 Identificagéo e isoformas

Os receptores ativados por proliferadores de peroxissomo (PPARS) séo parte
da familia dos fatores de transcricdo induziveis por ligantes, e que pertencem a
superfamilia de receptores nucleares tireoidianos, esteroidais e retinoicos
(DESVERGNE e WAHLI 1999; STRAUS e GLASS, 2001). Esses receptores

nucleares ligam-se diretamente ao DNA e regulam a expressdo génica de seus
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genes alvos através de co-ativacao transcricional (BERGER e MOLLER 2002;
CASTRILLO e TONTONOZ 2004).

A familia dos PPARs é constituida por trés isoformas, sendo elas: PPARaq,
PPARB/® e PPARy, as quais sdo estruturalmente homoélogas (BISHOP-BAILEY
2000; BUCHAN e HASSALL 2000; STRAUS e GLASS, 2001) e sao ativadas por
compostos/ligantes lipofilicos, formando heterodimeros com o receptor do acido
retinoico (RXR) no citoplasma (VAN NEERVEN e MEY 2007). Ap6s a
heterodimerizacdo no citoplasma, ha uma migragcdo para o nucleo, onde se encontra
o DNA, entdo o heterodimero PPAR-RXR liga-se a sequéncia especifica de DNA,
gue possuem elementos responsivos aos proliferadores de peroxissomo (PPRE) na

regido promotora de genes alvo para o PPAR (GREEN, et al., 2011) (Figura 1).

Figura 1 - llustracdo esquematica da regulacéo de genes mediada por PPARYy.
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Fonte: GREEN, et al., 2011.

Lipidios dietéticos e seus metabdlitos, acidos graxos e eicosanoides sdo 0s
ligantes naturais dos PPARs. Entretanto, também s&o ativados por ligantes
sintéticos, tais como as glitazonas (PPARYy) e fibratos (PPARa) (DESVERGNE e
WAHLI 1999; STRAUS e GLASS 2007). Em nao-ruminantes, os principais ligantes
enddégenos sdao o Aacido linoleico, acido linolénico, acido araquidbnico e seus
derivados (FORMAN et al.,, 1996). Os trés compostos pertencentes ao grupo de
agonistas sintéticos, TZD’s, s&o a pioglitazona, rosiglitazona e troglitazona, as quais
sdo potentes e altamente seletivos para o PPARy, (MAYERSON et al., 2002; BAYS
et al., 2004).
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O PPARa é predominantemente expresso no cérebro humano (KAO et al.,
2012), figado, coragéo, rim, mucosa intestinal, e tecido adiposo marrom em ratos e
camundongos (BECK et al., 1992; BRAISSANT et al., 1996), e regula o metabolismo
dos lipidios e apolipoproteinas em seres humanos (CHUNG et al.,, 2009). A
expressdo do PPARB/® €& abundante no cérebro, intestino, musculo esquelético,
baco, macréfagos, figado e adrenal em camundongos (TONTONOZ et al., 1994).

J&4 o PPARy é expresso em diversas estruturas do sistema nervoso central
(SNC) (CULLINGFORD et al., 1998; MORENO et al., 2004), tecido adiposo, musculo
esquelético e figado (SUGII et al., 2009). Este subtipo de PPAR é dividido em 2
isoformas: PPARy1, expresso em uma ampla variedade de tecidos, incluindo
coragao, colon, intestino delgado e grosso, rins, pancreas e bago e, PPARy2 sendo
expresso no tecido adiposo (FAJAS et al., 1997). O PPARy esta envolvido na
regulacdo da diferenciacdo dos adipdcitos (adipogénese), metabolismo da glicose,
sensibilidade a insulina e no crescimento celular e é ativado por ligantes naturais,

bem como ligantes sintéticos como as glitazonas.

2.2.2 Efeitos biolégicos do PPARy

2.2.2.1 Em ndo ruminantes

O PPARYy tem sido identificado nos mais diversos animais ndo ruminantes e
no homem, com principal foco de estudos em seres humanos, camundongos e ratos,
atuando como um dos reguladores do metabolismo lipidico. O PPARYy funciona
como um fator de transcricdo ligador/ativador ao se ligar a pequenas moléculas
lipofilicas, e promove o armazenamento lipidico no tecido adiposo, onde regula a
diferenciacdo dos adipécitos (MORAS e GRONEMEYER, 1998; LEHRKE e LAZAR,
2005; TONTONOZ e SPIEGELMAN, 2008), sintese de &cidos graxos através do
controle da expressdo de enzimas lipbgenicas tais como ACCa e FASN, e a
dessaturacéo pela acdo da SCD (WAY et al, 2001; RISERUS et al.,, 2005), a
esterificacdo de acidos graxos nos triglicerideos, através da regulacdo direta da
glicerol quinase de adipécitos, e controla também a expressdo das proteinas da
familia de pirilipinas, que estdo envolvidas na organizagdo estrutural das goticulas
lipidicas (GUAN et al., 2002; DALEN et al., 2004). Outro papel importante do PPARy

€ atuar como regulador da sensibilidade a insulina, entretanto os mecanismos
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envolvidos nesse processo ainda nédo sdo totalmente conhecidos (DESVERGNE et
al., 2004; EVANS et al., 2004).

2.2.2.2 Em ruminantes

Em ruminantes o PPARy desempenha também um papel fundamental na
adipogénese, de modo bastante acentudo em ovinos e bovinos (SORET et al., 1999;
GARCIA-ROJAS 2010) e, em vacas leiteiras sua expressio é alta no tecido adiposo
e parece controlar a lipogénese respondendo ao nivel de energia na dieta
(SCHOENBERG e OVERTON, 2011; Ji et al., 2012).

Apesar de possuir maior expressao no tecido adiposo de ruminantes, o
metabolismo lipidico na glandula mamaria parece ser controlado, ao menos em
parte, pelo PPARy, uma vez que em vacas, se observou aumento na sua expressao
entre a prenhez e lactacao (BIONAZ et al., 2013; BIONAZ e LOOR, 2008).

Kadegowda et al. (2009) encontraram aumento da expressdo do PPARy em
cultivos de uma linhagem de células epiteliais mamarias bovinas (MAC-T) com o0 uso
do agonista sintético rosiglitazona e aumentos da expressao de fatores de
transcricdo e genes potencialmente regulados pelo PPARy e envolvidos na sintese
de acidos graxos e trigliceridios (ACACa, FASN, LIPIN1, AGPAT6, DGATIL,
SREBF1, SREBF2 e INSIG1). Deste modo, pode-se sugerir que via PPARy e seus
genes alvos pode representar um ponto de controle da sintese de gordura no leite

desses animais.

2.2.3 Resposta do PPARy a agonistas naturais e sintéticos

O PPARYy possui a capacidade de promover ou suprimir a transcricdo de
genes dependendo da sua interacdo com o ligante, o qual ira alterar e estabilizar a
conformacao do receptor junto ao DNA (XU et al., 1999). No caso da ligacdo de
agonistas, ocorre um reposicionamento do receptor, formando o sitio de ligacdo a
co-ativadores, acarretando assim a montagem de um complexo multiproteico de
fatores co-regulatérios que ativam a transcricdo de genes alvos (ZOETE et al., 2007;
GLASS, 2006).

A diversidade de fungbes nas quais o PPARYy esta envolvido é refletida pela
diversidade de ligantes que podem ligar-se a ele. Os PPARs sao ativados por uma
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grande quantidade de lipidios derivados da dieta ou provenientes dos processos de
sinalizacdo intracelular, o que inclui &cidos graxos insaturados, saturados (em
ruminantes), e derivados como prostaglandinas e leucotrienos, ou pode ser alterado
pela acdo do TZD, modificando desta forma a resposta metabdlica (KREY et al.,
1997; BERGER e MOLLER, 2002).

Ligantes naturais do PPARYy, tais como canabinoides, flavonoides, acidos
graxos poliinsaturados cis ou prostaglandinas, tém, relativamente, uma menor
afinidade de ligagcdo comparada aos ligantes sintéticos (KENNEDY et al., 2008). Em
contraste, certos acidos graxos trans, como o CLA trans-10, cis-12, possuem a
capacidade de reduzir a producdo de gordura. No caso do trans-10, cis-12,
possivelmente reduz a expressao do PPARYy e varios de seus genes alvos (BROWN
et al., 2004; KANG et al., 2003; GRANLUND et al., 2003).

2.3 EFEITOS DO CLA SOBRE O PPARy

Em ndo ruminantes os isbmeros do CLA atuam como ligantes para o PPARYy,
de modo mais acentuado o isébmero trans-10, cis-12, esta afirmacéo foi confirmada
quando da administragdo do mesmo via oral para ratos, camundongos, hamsters,
seres humanos e suinos (XU et al., 1999 e MERSMANN et al., 2002), com
consequente capacidade de induzir sua expressdo (KAHN e VANDEN, 2003), ou
reprimir genes envolvidos na diferenciacao de células epiteliais, homeostase lipidica
e imunoregulagdo em camundongos (BASSAGANYA-RIERA et al., 2004 e KANG et
al., 2003).

E sabido que o &cido linoleico conjugado trans-10, cis-12 causa a
deslipidacdo dos adipécitos humanos, resisténcia a insulina (GRANLUND et al.,
2003) e inflamacdo, em parte atenuando a expressédo dos genes alvos do PPARYy.
Estudos mostraram que o CLA trans-10, cis-12, mas ndo o CLA cis-9, trans-11,
suprimiu o potencial de ativacdo produzido pelo ligante a um elemento de resposta
do proliferador de peroxissomo (SHIRAKI et al., 2006 e BROWN et al., 2004).

Ao contrario do que se tem observado em ndo-ruminantes, em que o CLA
trans-10, cis-12 estimula o PPARy, aumentando sua express&o, em ruminantes este
parece ndo ser ativado pelo mesmo, especialmente nas células epiteliais mamarias
de bovinos, mas sim causando uma depressdo na sintese lipidica na glandula

mamaria bovina (BAUMAN et al., 2008). Em paralelo, a expressdo do PPARy e de
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seus genes alvo, em ruminantes, sao reduzidos pelo CLA trans-10, cis-12 e nao pelo
isbmero CLA cis-9, trans-11.

Existem algumas divergéncias em relagdo ao papel do PPARy na regulagao
da sintese de gordura no leite, e sua associacdo aos mecanismos pelos quais o CLA
causa a depresséo da gordura do leite (BAUMAN et al., 2008). Todavia, em tecidos
extra mamarios onde a familia dos fatores de transcricdo do PPAR s&o altamente
expressos e sdo reguladores chave da diferenciacdo de tecidos especificos, eles
podem ser importantes nas respostas funcionais provocadas pelo CLA trans-10, cis-
12, o qual previne, em camundongos, o desenvolvimento da obesidade in vivo e o
acumulo de triglicerideos em adipdcitos in vitro (PARK et al., 1999).

Uma possivel forma pelo qual o CLA trans-10, cis-12 afeta diretamente o
PPARy seria pela competicdo com ligantes enddgenos ou diminuigdo da sintese
destes ligantes (BROWN et al., 2003). Kennedy et al. (2008) propuseram ainda que
o CLA trans-10, cis-12 pode suprimir a atividade do PPARYy pela sua fosforilagédo via
uma proteina quinase reguladora de sinal extracelular (ADAMS et al.,, 1997 e
BROWN et al., 2004), reduzindo a afinidade aos ligantes e/ou o recrutamento de
cofatores (CHUNG et al., 2005), inibindo a heterodimerizacdo com o RXR alterando
a ligacdo do PPRE aos genes alvos (NIE et al., 2005). Porém, a acdo do CLA trans-
10, cis-12, bem como do CLA cis-9, trans-11, como ligante do PPARYy ainda nao é
totalmente esclarecida (HERRMANN et al., 2009).

2.4 ESTUDOS REALIZADOS COM PPARY

2.4.1 Estudos in vivo com PPARy

Kushibiki et al., (2001) demonstraram que a injecao in vivo de TZD, inverteu
parcialmente a resisténcia a insulina induzida por TNF (fator de necrose tumoral) em
novilhos leiteiros. O fendmeno foi explicado pela ativagdo do PPARy no tecido
adiposo, onde o TZD restaura a agédo da insulina diminuindo a concentracdo de
acidos graxos néao esterificados (AGNE) e aumentando a sensibilidade a insulina dos
tecidos periféricos.

Segundo Lehrke e Lazar (2005), na auséncia de um agonista ou outro
potencial ligante sintético, o PPARYy recruta co-repressores para seus genes alvos.

Deste modo, camundongos que tiveram o gene do PPARy nocauteado, tiveram seus
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fenotipos normalizados pelo tratamento com o agonista tiazolinediona, aumentando
a acdo do PPARy, compensando sua expressao génica, sendo equivalente aos
camundongos que nao tiveram o PPARy nocauteado (KUBOTA et al., 1999 e MILES
et al., 2000).

2.4.2 Trabalhos in vitro com PPARy

Em 1998, um grupo japonés demonstrou que a ativagdo de PPARYy é central
para a diferenciagdo adipogénica de células estromais vasculares de tecido adiposo
bovino (OHYAMA et al., 1998), e células semelhantes a fibroblastos intramusculares
(TORII et al., 1998). J4 Lengi e Corl (2010) realizaram cultivo de células estromal-
vasculares bovinas por um longo periodo com CLA, e ndo obtiveram efeitos sobre a
expressao génica da FABP4, PPARy ou ACCa. Entretanto, houve uma reducéo na
SCD1 em comparagdo com as células cultivadas com &cido linoleico e o tratamento
controle.

Em um experimento com cultivos de células epiteliais mamarias e renais de
bovinos (MAC-T e MDBK, respectivamente), com o objetivo de determinar os genes
alvo do PPARa e PPARYy, BIONAZ et al. (2013) demonstraram que em ruminantes
os &cidos graxos saturados de cadeia longa, palmitato e estearato, induziram a
expressdo de genes comprovadamente alvos do PPARy (CD36, FABP4, LPL,
ACCa, FASN, INSIG1, SREBP1, CPT2, CRAT, AGPAT6, DGAT1, LPIN1, SREBP2,
LEP, PTGS2, VEGF, GAPDH, TERF2) e tiveram maior agcdo que os insaturados. Isto
sugere uma adaptacédo evolucionaria do PPARy nos ruminantes em resposta aos
acidos graxos saturados, 0s quais sao mais abundantes na circulacdo de ruminantes
comparados aos nao-ruminantes, devido a extensa biohidrogenacdo ruminal dos
acidos graxos insaturados da dieta (ZACHUT et al., 2010; OR-RASHID et al., 2009;
PELTIER et al., 2008).
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3 HIPOTESE

A hipdtese é que haja um aumento na expressao génica do PPARYy e de seus
genes alvo nos explantes de glandula mamaria de ovelhas lactantes cultivados in
vitro utilizando o agonista sintético (TZD) e que este supere os efeitos inibitorios do
CLA trans-10, cis-12 sobre a expressao génica do PPARy e dos seus genes alvo

guando utilizados conjuntamente.
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4 OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GERAL

Verificar o efeito de um agonista quimico especifico do PPARy e se este
agonista (TZD) altera a expressao do PPARy e de genes envolvidos na sintese
lipidica em explantes de glandula mamaria cultivados in vitro.
4.2 OBJETIVO ESPECIFICO

Verificar as alteracdes na expressado génica do PPARy, ACCa, FASN, SCD,

SREBP1, SCAP, INSIG1 e INSIG2, sujeitos ao agonista sintético, ao CLA e

ambos.



38



39

5 MATERIAL E METODOS

5.1 PROCEDIMENTOS COM OS ANIMAIS E LOCAL

Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica da
Universidade do Estado de Santa Catarina, protocolado sob o CETEA n°
7267270216 e realizados na Fazenda Pinheiro Seco, Bom Retiro, SC (27°47'57.11
"S e 49°29'14.65" W). Foram utilizadas duas ovelhas lactantes da raca Lacaune para
a realizacdo da bidpsia do tecido maméario, com escore corporal 3 conforme Os6rio
& Osdrio (2003), com 70 dias de lactacdo, peso corporal de aproximadamente 60kg
e com producdo média diaria de leite de 1,2 kg. Todos os animais foram mantidos
em baias cobertas e receberam, em matéria seca, 1,2 kg silagem de milho e 0,9 kg
de concentrado, composto por 56 % de milho, 39% de farelo de soja e 5% de premix
mineral/vitaminico, de acordo para suprir as exigéncias nutricionais conforme
descrito no NRC (2007).

5.2 BIOPSIAS DE TECIDO MAMARIO

Para a bidpsia foi realizada anestesia local com aplicacdo de cloridrato de
lidocaina subdérmica (3 mL) acima do local da incisdo. A incisao foi feita na pele no
ponto médio da metade direita do Ubere, utilizando a agulha co-axial (Hospifer, Porto
Alegre, RS, Brasil) e posteriormente foi utilizada a agulha Bard Max-Core Disposable
Core Biopsy Instrument (Bard Biopsy Systems, Covington, GA, USA), sendo
aplicado antiflamatério (2 mL, Flucortan - Zoetis) imediatamente ao término da
biépsia. As amostras de tecido foram colocadas em tubo contendo meio de cultivo,
em caixa com gelo e transportadas imediatamente para o Centro de Diagndstico
Microbiolégico Animal (CEDIMA) da Universidade do Estado de Santa Catarina -
CAV.

5.3 CULTIVO DOS EXPLANTES
O cultivo dos explantes mamarios foi realizado em placas de seis pogos

(Nunclon - Nunc, Roskilde, Denmark) em incubadora a 37°C, 5% de CO; no ar e

atmosfera com umidade saturada. Os explantes foram cultivados em sextuplicatas
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por 24h utilizando os seguintes tratamentos 1) Controle: 400ul de meio de
crescimento de célula epitelial mamaria (MEGM, Lonza Walkersville, MD, USA)
suplementado com seguintes reagentes: extrato de pituitaria, insulina, eGF,
hidrocortisona, gentamicina e anfotericina e 10% de soro fetal bovino (SFB)
(Nutricell, Campinas, SP); 2) TZD (40uL,10 pMol, Troglitazone, SIGMA-ALDRICH,
Saint Louis, MO, USA); 3) CLA (30uL da mistura de 50% de CLA trans-10, cis-12 e
50% de CLA cis-9, trans-11, 315 pMol) e; 4) TZD + CLA (40pL TZD + 30uL CLA - da
mistura do CLA).

5.4 EXTRACAO DE RNA, SINTESE DE DNA COMPLEMENTAR (cDNA) E PCR
QUANTITATIVO REAL TIME (RT-gPCR).

A extracdo de RNA, sintese de DNA complementar (cDNA) foram feitas no
Centro de Diagnéstico Microbiol6gico Animal (CEDIMA) e o PCR quantitativo em
tempo real (RT-gPCR) foram realizados no Laboratério de Bioquimica de
Hemoparasitas e Vetores (LABHEV), da Universidade do Estado de Santa Catarina -
CAV.

Apés 24h de cultivo dos explantes de glandula mamaéria foi extraido o RNA
total com a utilizacdo do Kit RNeasy Lipid Tissue (Qiagen Sciences, Germantown,
MD, USA) e a possivel contaminacdo por DNA foi removida por tratamento com
DNase (Sigma-Aldrich Co. St. Louis, MI, USA) (Figuras 2, 3 e 4). A pureza do RNA
foi verificada utilizando-se o espectrofotdmetro (ND-2000, NanoDrop Technologies,
Wilmington, DE, USA) (Figura 5), e a qualidade avaliada considerando-se como
adequada quando a razdo de absorbancia 260/280nm obteve o valor de referéncia
igual a 2,0 (x 0,1). Posteriormente realizou-se a sintese do DNA complementar
(cDNA) utilizando o Kit GeneAmp (Applied Biosystems, Waltham, MA, USA) com

‘random primers” (Figura 6 e 7).
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Figura 2 - Amostras de tecido glandular mamario mantidas no gelo durante a
homogeneizagao com a probe.

Fonte: Cedida por Evelyn Drielle da Silva

Figura 3 - Separacdo do RNA apés centrifugacéo.

Fonte: Cedida por Evelyn Drielle da Silva

Figura 4 - Kit comercial para extragdo do RNA.

Fonte: Cedida por Evelyn Drielle da Silva
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Figura 5 - Quantificacdo da concentragédo de RNA (Aparelho NanoDrop).

Fonte: Cedida por Evelyn Drielle da Silva

Figura 6 - Amostras e componentes do kit comercial em resfriamento durante a
analise.

Fonte: Cedida por Evelyn Drielle da Silva

Figura 7 - Amostras no termociclador.

Fonte: Cedida por Evelyn Drielle da Silva

A andlise quantitativa da reagdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-
gPCR) foi realizada utilizando iQ™ SYBR Green Supermix (Bio-Rad, Hercules, CA,
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USA) com o uso de primers especificos para cada gene, para visualizacdo das
curvas de amplificacdo e quantificacdo da expressdo génica da acetil-CoA-
carboxilase alfa (ACCa), acido graxo sintase (FASN), receptores ativados por
proliferadores de peroxissomo gama (PPARY), proteina de ligagdo ao elemento de
resposta a esterol 1 (SREBP1), estearoil-CoA-dessaturase (SCD), proteina de
ativacéo de clivagem da SREBP1 (SCAP), gene-1 induzido pela insulina (INSIG1) e
gene-2 induzido pela insulina (INSIG2).

A amplificacdo por PCR foi realizada em triplicatas em uma placa de 48 pocos
para reagao (MicroAmp @, Applied Biosystems, Waltham, MA, EUA) com 15 pL de
reagdo em volume, 30 ng de cDNA e SYBR Green Supermix (Bio-Rad, Hercules,
CA, USA) em um equipamento de PCR real time - StepOne (Applied BioSystems,
Foster City, CA, EUA) (Figura 8).

Figura 8: Equipamento StepOne Real-Time.

Fonte: Cedida por Evelyn Drielle da Silva

5.5 DESENHO DOS PRIMERS

A sequéncia dos primers, bem como as referéncias dos quais foram retirados,
sao apresentadas na Tabela 1.

Um ensaio preliminar foi realizado para demonstrar a formagédo de um uUnico
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
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mamario onde a curva é graficamente representada como uma linha de regressao

dos valores CT (cicle treshold) versus o log dos percentuais da curva padrédo e o

coeficiente angular dessa reta determina a eficiéncia da reacao.

Tabela 1 - Primers ovinos utilizados nas analises de real-time PCR (5’ para 3’).

Simbolo? Forward Primer Reverse Primer N° de acesso
'(A‘PCmC)“ TTTCCTAAATTTTTCACGTTCC AGGCTCCAGGTGACGATACA T'C'gg'l‘;t al.
Ticiani et al.
FASN  TGGTGACAGATGATGACAGG GAAGAAGGAAGCGTCAAACC D016
PPARy AAGAGCCTTCCAACTCCCTCA CCGGAAGAAACCCTTGCAT H“SZ%'QSH al.
SREBP1 CCAGCTGACAGCTCCATTGA TGCCGCCACAAGGA H“SSZ%'QSGt al.
SCAP  CCATGTGCACTTCAAGGAGGA ATGTCGATCTTGCGTGTGGAG Hussz%'g?,et al.
Ticiani et al.
e CATCAACCCCCGAGAGAATA GGTGTGGTGGTAGTTGTGGA 016
INSIG1T GTCATCGCCACCATCTTCTC  GACTGTCGATGCAGGGGTA H“SSZ%'QSGt al.
INSIG2 TCCAGTGTGATGCGGTGTGTA TGGATAGTGCAGCCAGTGTGA Hussz%'g?,et al.
Ticiani et al.
s18 GATCCATTGGAGGGCAAGTCT GCAGCAATTTAATATACGCTATTGG 016
Ticiani et al.
BACT  GCCCTGAGGCTCTCTTCCA  CGGATGTCGACCGTCACATT D016

TACCa (PIIl) = acetil CoA carboxilase alfa promotor Ill; FASN = acido graxo sintase; PPARy =
proliferador de peroxissomo gama; SREBP1 = proteina de ligagdo ao elemento regulatério de esterol
1; SCAP = proteina de ativacéo de clivagem da SREBP1; SCD = estearoil-CoA-dessaturase; INSIG1
= gene-1 induzido pela insulina; INSIG2 = gene-2 induzido pela insulina; S18 = proteina ribossomal
s18; BACT = beta actina.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2017.
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5.6 CALCULOS DE AJUSTE

Foram realizados calculos para o ajuste das expressdes génica em funcéo do
peso dos explantes, onde o valor da expressdo do gene (A) foi dividido pela

concentracéo do tratamento (B), resultando na equacéo (C):
4_ C
5=

O resultado desta ultima equac&o nos gerou um fator de correcdo para cada
amostra, de cada gene, em funcdo do peso da amostra. Por fim este fator de
corregcdo foi multiplicado pelo valor da expressao encontrado originalmente para
cada gene:

Fator de correcédo=C. A

Gerando deste modo um valor da expresséao de cada amostra, de cada gene,
corrigido pelo peso do explante e concentragao do tratamento, retirando deste modo
possiveis desvios provenientes dos diferentes pesos das amostras.

5.7 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados de expressado génica foram analisados utilizando o procedimento
MIXED do SAS (SAS Institute, Cary, NC, EUA, versdo 9.2, 2009), sendo
considerados como efeitos fixos os tratamentos e as amostras. As médias foram
comparadas através da opcdo PDIFF do comando LSMEANS e o efeito foi
declarado significativo quando P<0,05. Foi utilizada como covariavel a média
geométrica dos genes housekeeping proteina ribossomal S18 (S18) e beta-actina
(BACT) conforme descrito por VANDESOMPELE et al. (2002) e excluida do modelo
guando ndo significativa. A analise dos residuos estudentizados (Studentized
Residuals) com observagdes fora do intervalo + 2,5 foram consideradas “outliers” e
excluidas da analise. Os dados foram transformados para log 2 quando necessario e

reportados apos a transformacgéo anti-log 2.
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6 RESULTADOS
6.1 EXPRESSAO DE GENES LIPOGENICOS NA GLANDULA MAMARIA
6.1.1 Gene PPARy

O tratamento TZD aumentou em 621% (P<0,0001) e o tratamento TZD+CLA
reduziu em 74% (P<0,03) a expressdao do PPARy. Quando da administracao
conjunta (TZD+CLA) o TZD nao superou a capacidade de reducdo do CLA (Figura
9).

Figura 9 - Abundancia de RNAm do gene PPARg em explantes mamarios cultivados
por 24h na presenca de CLA, TZD ou ambos. (TZD+CLA vs. Controle,
P<0,03; Controle vs. TZD, P<0,0001. Erro padrdo médio: 0,1).
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Fonte: Préprio autor, 2017

6.1.2 Genes envolvidos na via da sintese de novo de &cidos graxos

O tratamento TZD aumentou a expressdo génica da FASN em 7831,4%
(P<0,0001) enquanto o CLA reduziu em 65,2% (P<0,04). Ja o tratamento TZD+CLA
reduziu em 83,7% (P<0,0002), sendo esta reducdo superior a do tratamento que
contem apenas o CLA. Quando da administracao conjunta (TZD+CLA) o TZD néo

superou a capacidade de reducao do CLA (Figura 10).
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Figura 10 - Abundancia de RNAmM do gene FASN em explantes mamarios cultivados
por 24h na presenca de CLA, TZD ou ambos. (CLA vs. Controle, P<0,04;
TZD+CLA vs. Controle, P<0,0002; Controle vs. TZD, P<0,0001).
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Fonte: Préprio autor, 2017
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O tratamento TZD aumentou a expressdo da ACCa em 8.753,5% (P<0,0001)

enquanto que o CLA diminuiu em 61,4% (P<0,05). Quando da administracédo

conjunta (TZD+CLA) o TZD superou a capacidade de reducédo do CLA (Figura 11).

Figura 11 - Abundancia de RNAm do gene ACC em explantes mamarios cultivados
por 24h na presenca de CLA, TZD ou ambos. (CLA vs. Controle, P<0,05;
Controle vs. TZD, P<0,0001. Erro padrdo médio: 0,2).
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No gene SCD, o tratamento TZD aumentou 6.272,2% (P<0,0001), ja o CLA

diminuiu a expresséao do gene em 65,3% (P<0,01). No tratamento TZD+CLA houve
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uma reducéo de 83,1% (P<0,0002), o TZD néo superou a capacidade de reducéo do
CLA (Figura 12).

Figura 12 - Abundéancia de RNAmM do gene SCD em explantes mamarios cultivados
por 24h na presenca de CLA, TZD ou ambos. (CLA vs. Controle, P<0,01;
TZD+CLA vs. Controle, P<0,0002; Controle vs. TZD, P<0,0001. Erro
padrdo médio: 0)
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Fonte: Préprio autor, 2017
6.1.3 SREBP1 e genes associados
No gene SREBP1, o tratamento TZD aumentou a expressdo em 1010,5%

(P<0,0001). Quando da administragéo conjunta (TZD+CLA), nem o TZD, nem o CLA
tiveram a capacidade superar a agao um do outro (Figura 13).
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Figura 13 - Abundancia de RNAmM do gene SREBP1 em explantes mamaérios
cultivados por 24h na presenca de CLA, TZD ou ambos. (Controle vs.
TZD, p<0,0001. Erro padrdo médio: 0,2).
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Fonte: Préprio autor, 2017

No gene SCAP o tratamento TZD+CLA reduziu 93,4% (P<0,02). Quando da
administracdo conjunta (TZD+CLA) o TZD néo superou a capacidade de reducédo do
CLA (Figura 14).

Figura 14 - Abundancia de RNAm do gene SCAP em explantes mamarios cultivados
por 24h na presenca de CLA, TZD ou ambos. (TZD+CLA vs. Controle,
P<0,0277; Erro padrdo médio: 0,2).
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Fonte: Préprio autor, 2017

No gene INSIG1 o tratamento TZD aumentou a expressdo em 1.857,5%
(P<0,0001) (Figura 15).
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Figura 15 - Abundancia de RNAmM do gene INSIG1 em explantes mamarios
cultivados por 24h na presenca de CLA, TZD ou ambos. (Controle vs.
TZD, P<0,0001. Erro padrdao médio: 0,2).
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Fonte: Préprio autor, 2017

No gene INSIG2 o tratamento TZD aumentou a expressdao em 849,1%
(P<0,005), o tratamento TZD+CLA reduziu 96,6% (P<0,0001), sendo a acao do CLA
acentuado quando administrada em conjunto com o TZD, em relacdo a reducdo do
tratamento CLA.O TZD néo superou a capacidade de reducéo do CLA (Figura 16).

Figura 16 - Abundancia de RNAmM do gene INSIG2 em explantes mamarios
cultivados por 24h na presenca de CLA, TZD ou ambos. (TZD+CLA vs.
Controle, P<0,0001; Controle vs. TZD, P<0,0056. Erro padrdo médio:
0,3).
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7 DISCUSSAO

Como descrito anteriormente, o CLA trans-10, cis-12 possui a capacidade de
reduzir a expressao de alguns genes relacionados a sintese de gordura do leite na
glandula mamaria in vivo, bem como do agonista TZD em aumentar a expressao do
PPARYy. Conforme ja demonstrado por Kadegowda et al. (2009), o PPARy tem como
genes alvos a ACC, FASN e SCD, envolvidos na sintese de novo; e SREBP1,
INSIG1 e INSIG2, os quais atuam na sintese de lipideos. Contudo, a interacao entre
eles (CLA e TZD), e a capacidade do TZD em superar a acdo de reducdo do CLA é
de certo modo desconhecida. E sabido que a expressdo génica de enzimas
lipogénicas € estimulada por uma classe de fatores de transcricdo que s&o
reguladores primarios da sintese lipidica, sendo uma delas o PPARYy, investigado
neste estudo.

Ja é sabido, que o CLA é um ligante natural do PPARYy que induz alteragbes
na expressao génica e em taxas lipogénicas em nao-ruminantes (BENSINGER e
TONTONOZ, 2008, BERGER E MOLLER, 2002). No presente trabalho, o CLA néo
reduziu a expressao do PPARYy. Entretanto, quando administrado em conjunto com o
TZD (TZD+CLA), acentuou a reducdo da expressdo do PPARy pelo CLA. Uma
possivel forma pelo qual o CLA afetou diretamente o PPARY seria pela competicao
com ligantes enddgenos ou diminuicdo da sintese destes ligantes (BROWN e
MCINTOSH, 2003). Kennedy et al. (2008) propuseram ainda que o CLA trans-10,
cis-12 pode suprimir a atividade do PPARy pela sua fosforilagdo via quinase
reguladora do sinal extracelular 1/2 (ERK1/2), a qual reduz a afinidade aos ligantes
e/ou recrutamento de cofatores, inibicdo da heterodimerizacdo com o RXR e
alteracdo na ligacdo do PPRE aos genes alvos, porém, a acao do CLA como ligante
do PPARYy ainda n&o é totalmente esclarecida (HERRMANN et al., 2009).

Resultados compartilhados por Sandri (2015) com um estudo in vivo, onde o
tratamento TZD aumentou a expressao do PPARy, bem como no presente estudo.
Para Sandri (2015) o tratamento CLA também aumentou a expressao do PPARYy,
resultado divergente ao presente trabalho, onde o CLA néo altera a expressédo do
PPARy, divergiu também no tratamento TZD+CLA, onde este ndo alterou a
expressdo do PPARYy. Ja no presente trabalho, o tratamento TZD+CLA reduz a
expressdo do PPARy. O que leva a discussdes mais complexas envolvendo o

animal como um todo e possiveis mecanismos e rotas metabolicas.
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Além do PPARy, a SREBP1 é integrante de outra familia de fatores de
transcricdo que regulam as enzimas lipogénicas e sintese de gordura do leite na
glandula mamaria. Neste trabalho, o aumento da expressao pelo TZD foi confirmado
no gene da SREBP1, porém o CLA ndo reduz a expressdo da SREBP1I.
Possivelmente devido também a ndo redugcdo da expressao da SCAP, INSIG1 e
INSIG2 pela acdo do CLA, visto que estes trés genes anteriores sdo essenciais para
a efetiva acdo da SREBP1, uma vez que o CLA ndo alterou suas expressdes
génicas, a expressao da SREBP1 néo foi reduzida pelo mesmo.

Resultado este contrario ao encontrado por Desvergne et al. (2006), onde o
CLA trans-10, cis-12 diminui consistentemente a expressdo de SREBP1 e por
KADEGOWDA et al. (2013), o qual observou uma reducdo na expressdo de
SREBP1 em células epiteliais maméarias bovinas tratadas com CLA trans-10, cis- 12.
O efeito do CLA trans-10, cis-12 na SREBP1 é considerado como sendo indireto, e
ao contrario de outros fatores de transcrigdo tais como PPARYy, acidos graxos e
colesterol ndo se ligam a SREBP1 mas sim induzem alteracdes na expressao deste
fator de transcricdo, podendo ser este também o motivador da ndo depressdo da
SREBP1 pelo tratamento CLA.

A expressdo da SREBP1 é dependente da SCAP, INSIG1 e INSIG2, no
tratamento TZD a INSIG1 e INSIG2 aumentou sua expressao. Ja a SCAP néao teve
aumento com o TZD. Entretanto quando do tratamento combinado TZD+CLA, houve
uma reducdo na expressdo da SCAP, bem como da INSIG2, e sendo a SCAP e
INSIG2 genes regulados pelo PPARYy, houve entéo essa redugdo. Se o mecanismo
da regulacdo da SREBP1 pelas INSIG1 e INSIG2 aumentou a expressdo da
SREBP1, como resultado, espera-se que o a expressdao da ACCa, FASN e SCD
aumente paralelamente, porque SREBP1 ativa diretamente suas expressées em
tecidos lipogénicos incluindo a glandula maméaria (Roder et al., 2007; Ma e Corl,
2012).

Os genes relacionados com a sintese de novo e dessaturacdo, FASN, ACCa
e SCD, estes apresentaram maior expressdo quando submetidas ao tratamento
TZD. BARBER et al. (2003) identificaram ACCa PIIl (promotor IlI) como sendo
altamente importante para a sintese de gordura do leite porque sua expressao é
abundante no tecido mamario durante a lactagdo. Coerente também aos resultados

encontrados por Urio (2016), na qual o tratamento com o CLA trans-10, cis-12
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reduziu a expressdo génica durante a sintese de gordura na glandula mamaria, a
ACCa transcrita da regiao promotora Il (Plll), a qual é predominante em ovinos.

Do mesmo modo, a FASN teve resultados semelhantes a ACCa, a qual
reduziu sua expressao com o tratamento CLA e aumentando no tratamento TZD,
sendo estes genes, intimamente correlacionados com o grau de atividade lipogénica
no tecido. Concordando com outros estudos in vitro onde foi utilizado 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). Apesar de existir
diferenga entre explantes e linhagens de células epiteliais, sendo que neste ultimo
modelo de estudo as células precisam ser induzidas pelos hormonios lactogénicos,
para que se tornem funcionais para sintetizarem a gordura, diferente dos explantes
onde as células no animal ja estdo naturalmente lactantes e a expressao dos genes
que codificam as enzimas envolvidas na sintese de lipideos também ja estaria
ocorrendo. J& com a interagdo de TZD+CLA houve uma reducdo de 83,7% na
expressao da FASN, sendo a FASN um gene influenciado pelo PPARy, houve uma
possivel reducédo dependente do PPARY.

Em relac@o a expressédo do gene SCD, neste trabalho o tratamento com CLA
reduz a expressao do gene SCD, concordando com KADEGOWDA et al (2009),
onde o tratamento CLA trans-10, cis-12 reduziu a expressdo de SCD em células
MAC-T. A inclusdo do CLA trans-10, cis-12 na dieta tem demonstrado inibir a
atividade e a expressao génica da SCD tanto em estudos com cultivo celular de
adipdcitos de roedores (CHOI et al., 2000), como da glandula maméaria de bovinos
(BAUMGARD et al., 2002). Contrariamente, o agonista de PPARy, o TZD, aumentou
expressao SCD, confirmando que SCD é um gene alvo de PPARYy. Ja no tratamento
TZD+CLA houve uma diminuicdo de 83,1%, e sendo a SCD um gene influenciado

pelo PPARYy, houve uma possivel reducdo dependente do PPARY.
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8 CONCLUSAO

O TZD aumenta a expressao do PPARy e de seus genes alvo em explantes
de tecido mamario de ovelhas lactantes cultivados por 24h. O CLA reduz a
expressdo génica da FASN, ACCa, SCD e SCAP. Quando da administracéo
conjunta (TZD+CLA) o TZD nao superou a capacidade de redugdo do CLA nos
genes PPARYy, FASN, SCD, SCAP, INSIG1 e INSIG2.
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