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RESUMO

Em bovinos a mortalidade embrionaria precoce, ocasionada por falhas no
reconhecimento materno-fetal (RMF), € uma das maiores causas de falhas
reprodutivas. O &cido oleico (OA) determina modificacbes na sintese de
prostaglandinas que podem favorecer o RMF. A hipdtese é que a suplementagdo com
OA, no meio de cultura de CT-1 aumenta a sintese de PGE2, diminui a sintese de
PGF2q e aumenta a relacdo PGE2/PGF2q, sendo tal efeito dose-dependente. O objetivo
foi determinar os efeitos da suplementacdo com OA (Sigma, O1383) no cultivo in vitro
de células trofoblasticas bovinas (CT-1) sobre a sintese de prostaglandina E2 (PGE-2)
e prostaglandina Fa2a (PGF24). As CT-1 foram cultivadas por 24 dias, incubadas a
38,5°C em atmosfera umidificada, com 5% de CO2 em garrafas de cultivo. Apds essa
etapa, as CT-1 foram transferidas para placas de cultivo contendo meio acrescido com
10% de soro fetal bovino (SFB), onde foram cultivadas por 5 dias e, em seguida,
receberam meio de cultivo isento de SFB durante 24 horas. Finalmente, as CT-1 foram
suplementadas com diferentes concentracdes de OA (0, 50, 100, 200, 500 e 1000 uM)
durante 48 e 72 horas em meio sem SFB. As concentracdes de PGE2 e PGF2q foram
determinadas por ensaio de imunoabsorcdo enzimatica. A analise estatistica foi
realizada pelo PROC MIXED do SAS. A concentracdo de PGF2q no tempo de 48 horas
foi maior (P < 0,0001) nos tratamentos com 50 yM, 100 uM, 200 uM e 500 uM de OA
(88,97 £ 7,11; 95,31 + 7,11, 114,88 + 7,11 e 107,83 = 7,11 ng/ml; respectivamente)
comparado ao grupo controle (61,52 £ 7,11 ng/ml), o tratamento de 1000 uM de OA
(58,44 + 7,11 ng/ml) ndo diferiu do grupo controle. A concentracado de PGF2q no tempo
de 72 horas foi maior (P < 0,0001) nos tratamentos com 50 uM, 100 uM, 200 uM e
500 uM de OA (64,08 + 2,89; 76,45 + 2,89; 70,31 + 2,89 e 59,31 £ 2,89 ng/ml,
respectivamente) comparado ao grupo controle (49,40 = 2,89 ng/ml), no tratamento
de 1000 uyM de OA (39,41 * 2,89 ng/ml) foi menor que no grupo controle. As CT-1
suplementadas com 200 yM, 500 uM e 1000 uM de OA apresentaram um aumento (P
= 0,0151) na sintese de PGE2 no tempo de 48 horas (20,61 + 3,39; 20,11 + 3,39 e
19,11 + 3,39 ng/ml; respectivamente) comparado ao grupo controle (4,80 + 2,93
ng/ml). Com 72 horas, houve tendéncia (P = 0,0872) no aumento da sintese de PGE:
(P = 0,0872), quando as CT-1 suplementadas com 50 uM, 200 uM e 1000 uM de OA
(18,60 % 3,60; 20,20 £ 3,60 e 19,00 * 3,60 ng/ml; respectivamente) foram comparadas
ao grupo controle (5,40 + 3,60 ng/ml). Nos grupos tratados com OA por 48 horas, a
razdo PGE2/PGF2q foi menor (P = 0,0460) quando as CT-1 foram suplementadas com
200 uM e 500 uM de OA (0,62 £ 0,06 e 0,56 + 0,06) comparado ao grupo controle
(0,82 = 0,06 ng/ml). Com 72 horas, houve tendéncia na diminuicdo da razao
PGE2/PGF2q (P = 0,0834) apenas quando as CT-1 foram suplementadas com 500 uM
de OA (0,62 + 0,10) comparado ao grupo controle (0,93 + 0,09 ng/ml). Em concluséo,
a suplementacdo de OA na concentragdo de 1000 puM, diminui a sintese de PGF2q«
com 72 horas e aumenta a sintese de PGE2 com 48 horas no cultivo in vitro de CT-1.

Palavras chaves: acido graxo, trofectoderma, blastocisto.



ABSTRACT

In cattle early embryonic mortality, caused by failures in maternal recognition of
pregnancy (MRP), is one of the major causes of reproductive failures. Oleic acid (OA)
determines modifications in the synthesis of prostaglandins that may favor MRP. The
hypothesis is that supplementation with OA in the CT-1 culture medium increases
PGE2, decreases PGF2a and increases the PGE2/PGF2a ratio, with this effect being
dose-dependent. The objective was to determine the effects of supplementation with
OA (Sigma, 01383) in the in vitro culture of bovine trophoblastic cells (CT-1) on the
synthesis of prostaglandin E2 (PGE2) and prostaglandin F2q (PGF2a). The CT-1 were
cultured for 24 days, incubated at 38.5°C in a humidified atmosphere with 5% COz in
culture bottles. After this step, the CT-1 were transferred to culture plates containing
medium added with 10% fetal bovine serum (FBS), where they were cultivated for 5
days and then received culture medium free of FBS for 24 hours. Finally, CT-1 were
supplemented with different concentrations of OA (0, 50, 100, 200, 500 and 1000 uM)
for 48 and 72 hours in medium without FBS. PGE2 and PGF2q concentrations were
determined by enzyme-linked immunosorbent assay. Statistical analysis was
performed using PROC MIXED from SAS. The concentration of PGF2q at 48 hours was
higher (P < 0.0001) in treatments with 50 uM, 100 yM, 200 yM and 500 uM of OA
(88.97 + 7.11; 95.31 = 7.11; 114.88 £ 7.11 and 107.83 £ 7.11 ng/ml; respectively)
compared to the control group (61.52 + 7.11 ng/ml), the 1000 uM OA treatment (58.44
+ 7.11 ng/ml) did not differ from the control group. The concentration of PGF2q at 72
hours was higher (P < 0.0001) in treatments with 50 uM, 100 yM, 200 uM and 500 uM
of OA (64.08 + 2.89; 76.45 + 2.89; 70.31 + 2.89 and 59.31 + 2.89 ng/ml; respectively)
compared to the control group (49.40 + 2.89 ng/ml), the 1000 uM OA treatment (39.41
+ 2.89 ng/ml) was lower than in the control group. CT-1 supplemented with 200 yM,
500 uM and 1000 pyM of OA showed an increase (P = 0.0151) in PGE2 synthesis within
48 hours (20.61 £ 3.39; 20.11 + 3.39 and 19.11 + 3.39 ng/ml, respectively) compared
to the control group (4.80 = 2.93 ng/ml). At 72 hours, there was a tendency (P =
0.0872), towards an increase in PGE2 synthesis, when CT-1 supplemented with 50
MM, 200 uM and 1000 pM of OA (18.60 + 3.60; 20.20 + 3.60 and 19.00 £ 3.60 ng/ml;
respectively) were compared to the control group (5.40 + 3.60 ng/ml). In groups treated
with OA for 48 hours, the PGE2/PGF2q ratio was lower (P = 0.0460) when CT-1 was
supplemented with 200 uM and 500 uM of OA (0.62 + 0.06 and 0.56 £+ 0.06 ng/ml)
compared to the control group (0.82 + 0.06 ng/ml). At 72 hours, there was a tendency
to decrease the PGE2/PGF2« ratio (P = 0.0834) only when the TC-1 were
supplemented with 500 uM of OA (0.62 + 0.10 ng/ml) compared to the control group
(0.93 £ 0.09 ng/ml). In conclusion, OA supplementation at a concentration of 1000 uM
decreases PGF2q synthesis with 72 hours and increases PGE-: synthesis with 48 hours
in the in vitro culture of CT-1.

Keywords: fatty acid, trophectoderm, blastocyst.
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1 INTRODUCAO

A divisdo do ciclo estral de fémeas bovinas compreende quatro fases
fisiologicamente distintas, sendo essas: estro, metaestro, diestro e proestro. O estro,
com duracao de aproximadamente 12 horas, é caracterizado pela auséncia do corpo
luteo (CL), baixas concentracfes circulantes de progesterona (P4) e altas
concentragbes de 17B-estradiol (E2); condicdo que determina os sinais fisicos e
psiquicos de estro, ou seja, torna a fémea receptiva ao acasalamento. O metaestro,
apresenta duracdo média de 5 dias, fase que inicialmente compreende a ovulacéo e
posteriormente a formacdo de um corpo hemorragico que sintetiza P4 de forma
crescente ao longo do tempo, e caracteriza-se por concentragdes circulantes de E2
decrescentes. O diestro, dura por volta de 13 dias e caracteriza-se pela presenca de
um CL no auge de secrecao de P4, logo as concentracdes circulantes de P4 sao altas
e E2 baixas. O proestro, que marca seu inicio a partir da lutedlise com duracao de 2
a 3 dias, caracteriza-se por concentracdoes decrescentes de P4 crescentes de E2
(FELTRIN et al., 2021).

O intervalo entre partos em rebanhos de bovinos de corte e leite deve ser de
aproximadamente 12 meses, entretanto o mesmo sofre impactos da morte
embrionaria precoce, ocorrida especialmente entre 14 a 19 dias p0s acasalamento
(THATCHER et al.,1994; VANROOSE et al., 2000; SREENAN et al., 2001). Alguns
estudos, conforme revisado por Sartori (2004), apontam de 20 a 40% das perdas
embrionarias em vacas de corte no referido periodo, este mencionado como “periodo
critico”.

O reconhecimento materno da prenhez se trata do processo fisiolégico onde o
concepto sinaliza de forma competente sua presenca ao sistema materno, dessa
forma garantindo que o CL e as altas concentragdes circulantes de P4 sejam
preservadas (BAZER et al., 1991). ApGs 4 dias do acasalamento, o embrido que estara
no estagio de morula passa do oviduto para o Utero. Na cavidade uterina se torna um
blastocisto dotado de massa celular interna e blastocele cercada por células do
trofectoderma. Com a ecloséo da zona pellcida, o blastocisto se desenvolve em um
concepto inicialmente ovoide e posteriormente em tubular; caracterizando uma
estrutura grandemente elongada por volta do 15° dia de desenvolvimento. O interferon

tau (IFNT) é reconhecidamente a principal molécula envolvida no reconhecimento
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materno fetal em fémeas ruminantes. A producao de IFNT, realizada pelas células
trofoblasticas do concepto, é proporcional a capacidade de elongamento do concepto.
Grande quantidade de IFNT garante a sinalizacdo do reconhecimento materno da
prenhez (FARIN et al., 1989; GUILLOMOT et al., 1990; GRAY et al., 2002; HANSEN
et al.,, 2017). Esse mecanismo, quando realizado com sucesso, hdo permite que
ocorram 0s eventos luteoliticos que se iniciam com a sintese de prostaglandina F2a
(PGF2a) no endométrio, mantendo consequentemente um CL funcional produzindo
P4, sendo essa dindmica responsavel pelo crescimento e desenvolvimento do
concepto quando a prenhez é estabelecida (HANSEN et al., 2017).

Experimentos com o uso de modelos in vivo e in vitro apontam o IFNT, sendo
um IFN tipo 1 como responsavel antiluteético secretado exclusivamente por
ruminantes (ROBERTS et al., 2008a; BAZER et al., 2015). Autores citam que a
producdo de IFNT ocorre de forma pontual pelas células mononucleares do
trofectoderma do concepto com o pico de producéo por volta do 20° dia (GODKIN et
al., 1984b; FARIN et al., 1989; GUILLOMOT et al., 1990). A prostaglandina E2 (PGE2)
estimula a producdo de P4 que suprime a apoptose em células luteais bovinas
(DUFFY et al., 2019; OKUDA et al., 2004). Assim como o horménio luteinizante (LH),
a PGE2 desempenha papéis luteoprotetores no CL por meio da estimulacdo de P4
nas células luteais bovinas (BOWOLAKSONO et al., 2008). O inicio da sintese de
PGE2 ocorre pela liberacdo do acido araquidénico do fosfolipidio das membranas
celulares pela fosfolipase A2. Em seguida, o 4cido araquidénico é metabolizado em
PGH2 pela ciclooxigenase (COX) -1 e COX-2. Por fim, a PGH2 pode ser convertida
em prostaglandina F2a (PGF2a) pela PGF sintase (PGFS) ou em PGE2 pela PGE2
sintase (PGES) (FLINT et al., 1986; FAROOQUI et al., 2000; OLOFSSON e PETER,
1994; SMITH e DEWITT, 1996; AROSH et al., 2004).

O fator mais relevante para a inducdo da lutedlise em bovinos é a acdo da
PGF2a, cujo os pulsos uterinos se relacionam com a expressao de receptores
endometriais de oxitocina (OTR) em razdo do E2 folicular agir no receptor alfa de
estrogénio (ESR1) para induzir OTR (MCCRACKEN et al., 1999; DOMINGUES et al.,
2020; ARAUJO et al., 2009). Evidéncias apontam que o transporte de PGF2a ocorre
da veia uterina para a artéria ovariana, pois anatomicamente as mesmas Sao
estreitamente opostas 0 que causa uma grande area de superficie de contato direto
(GINTHER e DELCAMPO, 1973). Na perspectiva luteal, a PGF2a chega ao sangue

por meio da artéria ovariana, difunde-se para fora dos capilares e se liga diretamente
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as células luteais, assim iniciando o processo de lutedlise. Os primeiros pulsos desse
horménio sdo pequenos e inferiores a 100pg/mL, com base em concentracfes de
metabdlito de PGF, apds aproximadamente 2 pulsos pequenos ocorrem pulsos
luteoliticos grandes e observacdes na concentracdo de P4 circulante demonstram que
sua presenga diminui somente ao ocorrer os grandes pulsos de PGF2a (>100pg/mL)
(Mezera et al., 2019; Mezera et al., 2021a).

Diante disso, 0 aumento da sintese de PGE2 e a diminuicdo de PGF2a acaba
sendo interessante para o reconhecimento materno fetal afim de garantir produgdes
constantes de P4. Autores demonstram que a razdo PGE2/PGF2a sdo extremamente
importantes (BAZER et al., 1998). Logo, o aumento das concentracdes PGEZ2,
favoreceria a preservacdo do CL e o reconhecimento materno fetal. Uma tética para
alcancar o que foi descrito anteriormente seria investigar as divisbes dos grupos
moleculares de acidos graxos poliinsaturados (AGPI), que contemplam émega 3,
oméga 6 e 6mega 9 onde possuem ligacdo dupla em sua molécula respectivamente
nos carbonos 3, 6 e 9, sendo diferente dos acidos graxos monoinsaturados (MUFA)
gue possuem somente uma ligacdo dupla. Evidéncias apontam que 0S mesmos
podem estar relacionados com beneficios no contexto reprodutivo, por meio de
possiveis fatores de alteracdo da transcricdo que controlam a expressao génica,
modificando as concentracdes celulares de enzimas que regulam prostaglandinas e
também vias sintéticas esteroidogénicas (WU e WILTBANK, 2001). Isso ocorre devido
a acao desses substratos como inibidores competitivos da ciclo-oxigenagdo o que
altera a expressao e concentracdo de enzimas relevantes, uma vez que cada grupo
de prostaglandina compete pelos mesmos sistemas enzimaticos para o metabolismo
(LANDS, 1992). Com base no exposto, encontrar formas de alterar a sintese das
prostaglandinas E2 e F2a pode ser estratégico para beneficiar o reconhecimento

materno da prenhez.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caracteristicas do Acido Oleico

O acido oleico (OA, 18: 1 cis 9), € caracterizado por ser um acido carboxilico
de cadeia longa possuindo 18 carbonos e um grupo funcional COOH. Sua férmula
quimica € descrita por CH3(CH2)7CH=CH(CH2)7COOH, sendo chamado de acido
graxo monoinsaturado devido a presenca de uma dupla ligagéo entre os carbonos 9
e 10 do grupo metil final (ROSE & CONNOLY, 1999). Além ser um dos principais
acidos graxos monoinsaturados presente nos extratos lipidicos de bovinos, ovinos e
suinos (HOMA et al., 1986; PRATES et al., 2013; DUNNING et al., 2014) pode ser
sintetizado por todos os mamiferos, incluindo humanos, a partir dos AGPI émegas 3
e 6 provenientes de dietas (LEE & PARK, 2014). Sua alta capacidade de solubilizar
lipideos esté relacionada com a ligacéo dupla presente na posicdo 9 (PEREIRA et al.,
2014). O OA é extremamente importante para determinar a fluidez da membrana
plasmatica (FUNARI et al., 2003) e esta ligado a outras fun¢fes relevantes como a
interacdo das células, transporte de membrana, eventos de sinalizacéo, regulacéo da
temperatura do corpo, producédo de hormonios sexuais (E2 e P4) e também contribui
para o aumento da absorcdo metabdlica de vitaminas (A, D, E e K), além de atuar
como fonte em fun¢des metabdlicas estruturais (WARZYCH, 2017). Por fim, o OA é
capaz de doar um cétion de hidrogénio a um aceptor e se opdes a oxidacao ou inibe
as reacfes provocadas pelo dioxigénio ou peroxidos (CHOE et al., 2009) e também
pode ser diretamente ligado a proteinas no momento do crescimento e diferenciacéo
de diversos tipos de células (RIOS-ESTEVES, 2013).

2.2 Participacao das Células Trofoblasticas no Reconhecimento Materno da

Prenhez

Durante o periodo de pré-implantacéo, alteracées da morfologia e 0 aumento
de proliferacéo das células trofoblasticas, transformam o concepto esférico em uma
estrutura elongada e filamentosa que ocupa a maioria da extensdo do corno uterino
ipsolateral a ovulagédo (BAZER, 1989; GUILOMOT, 1995; ROBINSON et al., 2006).
Em funcéo rapida da proliferagcdo das células trofoblasticas o aumento da area de
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superficie de contato com o epitélio uterino é favorecido. Com o elongamento e
comprimento do concepto, também ocorre o aumento das células trofoblasticas e o
resultado de uma maior ocorréncia das etapas descritas € que maior sera a
biossintese e secrec¢éo de IFNT que possui um aumento de produgédo por volta de 14
a 18 dias de prenhez coincidindo com a rapida elongacéao do concepto (EALY et al.,
2001; ROBINSON et al., 2006).

A migracao das células trofoblasticas é fundamental para sua reorganizagéo e
morfogénese, uma vez que possuem grande importancia no desenvolvimento do
concepto durante o periodo que antecede a adesdo (GUILOMOT 1995; FERRETTI et
al., 2007; BAZER et al., 2009). O IFNT secretado pelas células trofoblasticas atuam
por meio de funcbes paracrinas prevenindo a secrecdo pulséatii de PGF2a, logo
mantendo as estruturas vasculares e o fluxo sanguineo do CL preservadas
(SPENCER et al., 2004b; SPENCER et al., 2007). Em adicional as fun¢des paracrinas
citadas, o IFNT aumenta a sintese de PGE2 nas células do estroma e do epitélio
endometrial, limitando a via de biossintese de PGF2a e priorizando a via de
biossintese de PGE2. Ainda, as acdes enddcrinas do IFNT que ocorrem por meio do
transporte da circulacdo materna para o CL promovendo o aumento da producao de
P4 nas células luteais e garantem que o CL tenha menor sensibilidade a acdo da
PGF2a (Arosh et al., 2016).

3 HIPOTESE
A hipotese é que a suplementacdo com OA, no meio de cultura de CT-1

aumenta a sintese de PGE2, diminui a sintese de PGF2« € aumenta a relacao
PGE2/PGF2q, sendo tal efeito dose-dependente.

4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Determinar os efeitos da suplementacdo com OA no cultivo in vitro de CT-1
sobre a sintese de PGE2 e PGF2a.
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4.2 Objetivos Especificos

Objetivou-se determinar os efeitos da suplementacdo com OA nas
concentracdes de 0, 50, 100, 200, 500 e 1000 uM durante 48 e 72 horas, no cultivo in
vitro de CT-1, na sintese de PGE2, PGF2a e na relagcdo PGE2/PGF2a mensuradas

por ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA).

5 MATERIAL E METODOS

5.1 Local do experimento

Os procedimentos de cultivo in vitro de CT-1, coleta de amostras biologicas, e
as analises de dados que proporcionaram a conclusdo desse trabalho foram
realizados no Laboratoério de Investigacéo da Fisiologia do Endométrio e do Embrido
(LIFE), sediado na Faculdade de Ciéncias Agrarias e Tecnoldgicas (FCAT), da
UNESP - Campus de Dracena. O ELISA foi realizado em parceria com o Laboratério
de Fisiologia e Endocrinologia Molecular (LFEM), situado no Centro de Biotecnologia
em Reproducdo Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da
Universidade de S&o Paulo (USP), Campus de Pirassununga, com a colaborac¢éo
cientifica do Prof. Dr. Guilherme Pugliesi. Todos os procedimentos realizados no
referido estudo, foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
FCAT, Unesp, Dracena/SP, registrado com o Certificado n° 31/2016.R1-CEUA,
aprovado em 08/02/2017.

5.2 Delineamento experimental

Conforme ilustrado na Figura 1, as células trofoblasticas bovinas (CT-1) foram
transferidas para uma garrafa de cultura (R1) previamente preparada com Matrigel,
onde foram cultivadas durante 12 dias. Apds esse periodo, as células foram
ressuspendidas e passadas para duas novas garrafas de cultura (R2), permanecendo
em cultivo in vitro por mais 12 dias, até atingirem 100% de confluéncia.
Posteriormente, as CT-1 foram transferidas para placas de cultura de 6 pocos onde

foram mantidas em cultivo in vitro por 5 dias. Vinte e quatro antes da adicdo dos
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tratamentos com OA o meio de suplementacao das CT-1 foi substituido por meio sem
SFB. No 7° dia de cultivo os tratamentos com OA foram adicionados nas
concentracdes 50, 100, 200, 500 ou 1000 puM, além do grupo controle aos respectivos
pocos de cultivo. ApGs 48 e 72 horas de tratamento os meios de cultivo foram
coletados e armazenados a -20 °C até o momento do ELISA. As CT-1 foram coletadas
e armazenadas a - 80 °C para analises futuras. Foram realizadas 5 repeticdes

experimentais.

Figura 1 - Representacdo esquematica dos tratamentos de OA realizados nas CT-1.
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5.3 Multiplicacéo e congelamento das células trofoblasticas para formacéo de

estoque

Este procedimento foi realizado antes do inicio do experimento com o objetivo
de produzir um estoque das células CT-1 no referido laboratorio. As células CT-1
foram descongeladas e cultivadas conforme a técnica descrita por Talbot et al (2000).
De forma geral, para o cultivo das células foi utilizado a constru¢do de uma matriz de
membrana basal Matrigel (BD Bioscience, Bedford, MA, USA) com meio DMEM (Life
Technologies, Grand Island, NY, USA), contendo 40 mM de glicose, 10% de soro fetal
bovino (FBS; Life Technology), contendo 40 nM de glicose, 10% de soro fetal bovino
(FBS; Life Technology), 100 uM de aminoéacidos ndo essenciais (Life Technology), 55
MM de B-mercaptoetanol (Life Technology) e solucédo antibidtica e antibiotica (100 U
mL-1 de Penicilina G, 100 g mL-1 de sulfato de estreptomicina e 250 g mL-1 de
anfotericina B; Life Technology). As células foram cultivadas a 38,5°C com 5% de

CO2. Apos as células atingirem 95% de confluéncia, no fundo da garrafa, foram
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removidas com um “cell scraper”. Em seguida, este conteudo celular foi transferido
para outras 2 garrafas previamente preparadas com Matrigel 1:10, seguindo o0s
passos descritos anteriormente. Novamente as células foram cultivadas a 38,5°C com
5% de CO2 e apos atingirem 95% de confluéncia foram removidas das garrafas com
um “cell scraper’ e transferidas para um tubo tipo Falcon de 50 mL onde apds
precipitacdo o sobrenadante foi removido e ao pellet de células ocorreu a adicao de
12 mL de uma solucdo de 8% de DMSO (Sigma-D2650) e 92% de soro fetal bovino
(SFB; Life Technology). As células foram re-suspendidas em 1 mL e em seguida
colocada em criotubo (total de 12 criotubos), sendo esse congelado a -80°C por 2

horas e posteriormente armazenado em nitrogénio liquido.

5.4 Descongelamento e propagacao das células trofoblasticas

Previamente ao descongelamento das CT-1, preparou-se a garrafa de cultivo
de 75 cm? (Corning, ref. 43064U) com 15 ml de Matrigel diluida a 1:3, incubada
(Panasonic, COM-19AIC UV) a 38°C em atmosfera umidificada contendo 5% de CO2
por 2 horas. Posteriormente, as células contidas no interior de um criotubo,
armazenado em nitrogénio liquido, foram descongeladas em agua a 38°C por 3
minutos. Apés o descongelamento, as CT-1 foram ressuspendidas em 15 ml de meio
de cultivo suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (meio de manutencgéo),
composto por 450 ml de DEMEM (1x) + Glutamax TM-1 (Gibco, ref. 10569-010, Grand
Island, NY, USA); 50 ml de SFB (Gibco, ref. 12657029, inativado por calor a 56°C por
30 minutos); 50 ml de solucao antibidtica e antimicotica (100x) (Gibco, ref. 15240062,
Grand Island, NY, USA); e 500 pL de 2-mecarptoetanol (1000x) (Gibco, ref. 21985023,
Grand Island, NY, USA). Depois da ressuspensao das CT-1, as mesmas foram
adicionadas a garrafa, onde foram cultivadas a 38,5°C em atmosfera umidificada
contendo 5% de CO2 durante trés dias sem que a garrafa fosse movimentada. Ap6s
3 dias (Figura 2), procedeu-se a troca de meio de manutencao a cada 48H até que
as CT-1 atingissem 100% de confluéncia (12 dias). Em cada troca de meio utilizaram-
se 15 ml de meio suplementado. Apds atingirem 100% de confluéncia, as CT-1 foram
transferidas para duas novas garrafas de cultivo, previamente preparadas com
Matrigel (1:10) contendo 15 ml de meio suplementado. Para o processo de

ressuspenséao, as CT-1 foram removidas da garrafa de cultivo com o auxilio de um
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“cell scraper”, raspando toda a superficie da garrafa de forma a promover o
deslocamento das células. Posteriormente, as CT-1 foram transferidas para um tubo
conico com capacidade de 50 ml e dissociadas com o auxilio de uma seringa de 20
ml acoplada a uma agulha de calibre 18G. O volume obtido foi dividido igualmente
entre as duas garrafas (Figura 3). Novamente, as CT-1 foram incubadas a 38,5°C em
atmosfera umidificada contendo 5% de CO2, por mais 12 dias quando observou-se
100% de confluéncia (Figura 4). As trocas de meio de manutencéo foram realizadas
a cada 48 horas. Apoés atingirem 100% de confluéncia (Figura 4), as CT-1 foram

novamente ressuspendidas e transferidas para placas de 6 pocos (Corning, ref. 3516,
NY, USA) para realizacdo dos tratamentos.

Figura 2 - Células trofoblasticas bovinas durante a primeira troca de meio apos 3
dias do descongelamento.
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Fonte: Disponibilizado por Lucas de Oliveira Bezerra.
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Figura 3 - Transferéncia das células trofoblasticas bovinas para o cultivo em 2
garrafas para o uso de matrigel 1:10.

Fonte: Disponibilizado por Lucas de Oliveira Bezerra.

Figura 4 - Células trofoblasticas bovinas durante a troca de meio em 2 garrafas apés
3 dias da transferéncia para 2 garrafas.

Fonte: Disponibilizado por Lucas de Oliveira Bezerra.
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Figura 5 - Células trofoblasticas bovinas apés 12 dias de cultivo, visualizadas em
microscopio Nikon no aumento de 10X, como podemos observar as referidas células
apresentam formato cuboide.

O Fs.
* £
£

'(",a v, !. Al
X®

o

(O
b <

L
! %, A
N 3 ol)v...‘-'n,' i\

Fonte: Disponibilizado por Lucas de Oliveira Bezerra.

5.5 Cultivo das células trofoblasticas

As células foram semeadas em placas contendo 6 pocos (com éarea de
crescimento de 9,6 cm? por poc¢o) contendo superficie CellBIND (Corning, Tewksbury,
MA, USA) com meio DMEM com 10% de SFB e os outros aditivos descritos no item
anterior (Figura 6). As células foram cultivadas durante 5 dias a 38,5°C com 5% de
CO2, até atingirem 50% de confluéncia (Figura 7). Quando tal confluéncia foi atingida,
0 meio de cultivo foi aspirado e substituido por meio de cultivo ndo acrescido de SFB.
Depois de 24 horas, o meio de cultivo DMEM sem SFB foi substituido por 4 mL/pogo
de um novo meio de cultivo DMEM sem SFB acrescido ou ndo do tratamento com OA.



Figura 6 - Placa de 6 pocos no cultivo das células trofoblasticas bovinas antes
da suplementacao dos tratamentos.

Fonte: Disponibilizado por Valeska de Castro Lourenco.

Figura 7 - Células trofoblasticas bovina apos 24 horas de cultivo em 6 pogos

Fonte: Disponibilizado por Valeska de Castro Lourenco.
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5.6 Preparo da solucéo estoque de acido oleico e das diferentes concentracdes

utilizadas nos tratamentos

O preparo da solucao estoque do OA (Sigma-Aldrich, USA, Cat N°. O1383) se
iniciou com o conteudo total de sua ampola (59) diluido em etanol até completar o
volume final de 100 mL, logo considerando o peso molecular de OA de 282,46g foi
possivel obter como resultado uma solucao estoque de 50mg/mL ou 177.000 uM/mL.
Em seguida, a solugéo estoque de OA foi aliquotada em microtubos e armazenada a
-20° C. No momento da utilizacdo, a solucao estoque foi descongelada e diluida em
meio ndo suplementado de soro fetal bovino (SFB), contendo 0,1125% de BSA como
veiculo, visando obter a concentracao final desejada de 50, 100, 200, 500 ou 1000 uM
e grupo controle, conforme a seguinte descricdo: Concentracdo 0 uM — Em 26 mL de
DMEM sem SFB com BSA, foi removido 146,9 uL do meio e adicionado 146,9 uL de
etanol; Concentracdo 50 yM — Em 35,4 mL de DMEM sem SFB com BSA, foi removido

200 pL do meio e foram adicionados 10 pL da solucdo estoque de OA + 190 uL de
etanol; Concentracdo 100 yM — Em 26 mL de DMEM sem SFB com BSA, foi removido

146,9 yL do meio e foram adicionados 14,7 uL da solucdo estoque de OA + 132,2 uL
de etanol; Concentracdo 200 yM — Em 26 mL de DMEM sem SFB com BSA, foi
removido 146,9 pL do meio e foram adicionados 29,4 pL da solucdo estoque de OA +
117,5 pL de etanol; Concentracédo 500 yM — Em 26 mL de DMEM sem SFB com BSA,
foi removido 146,9 pL do meio e foram adicionados 73,5 pL da solucdo estoque de
OA + 73,5 UL de etanol; Concentracdo 1000 uM — Em 26 mL de DMEM sem SFB com
BSA, foi removido 146,9 uL do meio e foi adicionado 146,9 pL da solucédo estoque de
OA.

5.7 Coleta do meio de cultivo das CT-1

Apoés a adicdo dos tratamentos contendo as diferentes concentracdes de OA,
0s 4mL/poco do meio de cultivo foram aspirados e distribuidos em 4 microtubos (1
mL/microtubo) nos tempos de 48 ou 72 horas. Em sequéncia, o meio coletado foi
centrifugado a 12.000 x g por 2 minutos em temperatura ambiente. Por fim, o
sobrenadante foi transferido para um novo microtubo e armazenado a -20° C até o

momento das analises para mensurar as concentracdes de PGE2 e PGF2a, onde
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foram utilizados 1 poco de cultivo para cada tratamento e tempo avaliados totalizando

5 repeticoes.

5.8 Ensaio de imunoabsorg¢do enzimatica (ELISA)

As mensuracgdes das concentracdes de PGE2 e PGF2a foram realizadas por
ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA — Cayman Chemical) utilizando os kits
Prostaglandin F2a ELISA kit, N° 516011 e Prostaglandin E2 ELISA kit — Monoclonal,
N° 514010, segundo métodos descritos pelo fabricante. Durante o ensaio, o reagente
ELISA Buffer foi substituido pela Matriz e a matriz utilizada nos ensaios foi o meio de
cultivo das células CT-1 ndo suplementado com SFB. Para validar a concentracdo das
amostras de meio de cultivo de CT-1, foram utilizadas 5 concentracdes de OA (50 uM,
100 pM, 200 uM, 500 uM, ou 1000 pM), mais o grupo controle, nos tempos de 48 ou
72 horas de tratamento em 5 repeticbes experimentais compreendendo um total de
30 amostras (5 repeticdes x 6 grupos experimentais x 1 tempo = 30 amostras), destas
20 pyL de cada amostra foi utilizado para formar um pool de 200 yL das amostras, em
seguida, foi realizada as dilui¢cdes 1:10, 1:100 e 1:1000 conforme a descri¢cdo. Apos o
preparo dos padrdes para a curva e pool de amostras nas diluicdes descritas, foi
realizada a montagem da placa de validacdo da curva de ELISA e concentracéo de
amostras. Depois da pipetagem a placa foi embalada em papel aluminio e incubada
por 18 horas a 4 °C e em seguida cada poco da placa foi lavado com ELISA Wash e
adicionado 200 pL de reagente Ellman. Depois da pipetagem a placa foi embalada em
papel aluminio e incubada por 18 horas a 4 °C e em seguida cada poco da placa foi
lavado com ELISA Wash e adicionado 200 yL de reagente Ellman. Ao término da
lavagem, uma nova incubacao por 90 minutos em homogeneizador orbital foi realizada
e, concluindo o processo, se fez a leitura da placa por meio de ondas de 415 nm, em
espectrofotdbmetro com capacidade de leitura de comprimento de onda entre 405-420

nm (Synergy HTX, controlado pelo software Gen5 verséo 3.03).

5.9 Andlise estatistica

A analise estatistica foi feita usando o software SAS (versado 9.2, SAS Institute

Inc., Cary, NC, USA). Os dados referentes a sintese de prostaglandinas nos meios de
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cultura celular coletados foram analisados por ANOVA usando o procedimento PROC
MIXED do SAS (SAS Inst. Inc). O teste F foi utilizado para determinar se a
variabilidade entre as médias de um grupo foi maior que a variabilidade das
observacdes dentro dos grupos. Para o modelo desse estudo foi considerado o efeito
do grupo de tratamento e o efeito aleatorio da replicacdo da cultura. A significancia

estatistica foi estabelecida em P < 0,05.

6 RESULTADOS

6.1 Efeito da suplementacdo com OA sobre a sintese de PGF2a ap6s 48 e 72

horas

Para a PGF2a nos tempos de 48 horas (P = 0,0141) e 72 horas (P = 0,0161)
foi apresentado um efeito de repeticdo. Foi evidenciado efeito de tratamento (P =
0,0001) para as comparacoes estabelecidas com 48 e 72 horas.

Conforme ilustrado na Figura 8, durante o tempo de 48 horas as concentracdes
de PGF2a no tempo de 48 horas foi maior (P < 0,0001) nos tratamentos com 50 uM,
100 pM, 200 pM e 500 uM de OA (88,97 +7,11; 95,31 +7,11; 114,88 + 7,11 e 107,83
* 7,11 ng/ml; respectivamente) comparado ao grupo controle (61,52 + 7,11 ng/ml), o
tratamento de 1000 yM de OA (58,44 + 7,11 ng/ml) ndo diferiu do grupo controle. A
concentracédo de PGF2a no tempo de 72 horas foi maior (P < 0,0001) nos tratamentos
com 50 pM, 100 uM, 200 uyM e 500 uM de OA (64,08 + 2,89; 76,45 + 2,89; 70,31 +
2,89 e 59,31 * 2,89 ng/ml; respectivamente) comparado ao grupo controle (49,40 +
2,89 ng/ml), no tratamento de 1000 uM de OA (39,41 + 2,89 ng/ml) foi menor que no

grupo controle.
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Figura 8 - Efeito da suplementacéo com 50 uM, 100 uM, 200 uM, 500 uM e 1000 uM
de OA e um grupo controle em meio de cultivo de CT-1 cultivadas in vitro na sintese
de PGF2a por 48 ou 72 horas, mensurada por ensaio de imunoabsor¢ao enzimatica
(ELISA). Dados estdo apresentados em meédia + erro padrdo. Letras diferentes
indicam que houve diferenca significativa entre os tratamentos (P < 0,05).
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6.2 Efeito da suplementacdo com OA sobre a sintese de PGE2 ap6s 48 e 72

horas

Para PGE2 nos tempos de 48 e 72 horas foi evidenciado um efeito de
tratamento (P<0,0001) para as comparacfes entre 0s grupos de tratamento
estabelecidas.

Conforme ilustrado na Figura 9, as CT-1 suplementadas com 200 uM, 500 uM
e 1000 uM de OA apresentaram um aumento (P = 0,0151) na sintese de PGE2 no
tempo de 48 horas (20,61 £ 3,39; 20,11 + 3,39 e 19,11 * 3,39 ng/ml; respectivamente)
comparado ao grupo controle (4,80 + 2,93 ng/ml). Com 72 horas, houve tendéncia (P
= 0,0872) no aumento da sintese de PGE: (P = 0,0872), quando as CT-1
suplementadas com 50 yM, 200 uM e 1000 uM de OA (18,60 + 3,60; 20,20 + 3,60 e
19,00 £ 3,60 ng/ml; respectivamente) foram comparadas ao grupo controle (5,40 £
3,60 ng/ml).
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Figura 9 - Efeito da suplementacédo com 50 uM, 100 uM, 200 uM, 500 uM e 1000 uM
de OA e um grupo controle em meio de cultivo de CT-1 cultivadas in vitro na sintese
de PGE2 por 48 ou 72 horas, mensurada por ensaio de imunoabsor¢do enzimatica
(ELISA). Dados estdo apresentados em meédia + erro padrdo. Letras diferentes
indicam que houve diferenca significativa entre os tratamentos (P < 0,05).
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6.3 Efeito da suplementacdo com OA sobre arazdo de PGE2/PGF2a apos 48 e
72 horas.

Conforme esta representado na Figura 10, nos grupos tratados com OA por 48
horas, a razdo PGE2/PGF2« foi menor (P = 0,0460) quando as CT-1 foram
suplementadas com 200 pyM e 500 yM de OA (0,62 + 0,06 e 0,56 + 0,06) comparado
ao grupo controle (0,82 + 0,06 ng/ml). Com 72 horas, houve tendéncia na diminui¢ao
da razdo PGE2/PGF2« (P = 0,0834) apenas quando as CT-1 foram suplementadas
com 500 uM de OA (0,62 + 0,10) comparado ao grupo controle (0,93 + 0,09 ng/ml).
Em conclusdo, a suplementacdo de OA na concentracdo de 1000 uM, diminui a

sintese de PGF2q com 72 horas e aumenta a sintese de PGE2 com 48 horas no cultivo
in vitro de CT-1.
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Figura 10 - Efeito da suplementacdo com 50 uM, 100 puM, 200 pM, 500 uM e 1000 puM
de OA e um grupo controle em meio de cultivo de CT-1 cultivadas in vitro na razéo de
PGE2/PGF2a por 48 ou 72 horas, mensurada por ensaio de imunoabsorgao
enzimatica (ELISA). Dados estdo apresentados em média = erro padrdo. Letras
diferentes indicam que houve diferenca significativa entre os tratamentos (P < 0,05).
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7 DISCUSSAO

No presente trabalho, verificou-se que a suplementacdo das CT-1 com OA é
capaz de alterar a biossintese das prostaglandinas. Conforme descrito anteriormente,
um dos principais objetivos do estudo, era investigar a possibilidade do aumento da
sintese de PGE2 ap6s a adicdo do acido graxo no cultivo in vitro das CT-1, sendo
essa hipétese confirmada nos grupos de suplementacao com OA com 200 uM, 500
uM e 1000 uM no tempo de 48 horas e também nos grupos com 50 uM, 200 uM e
1000 uM no tempo de 72 horas. Uma possivel explicacdo para o aumento das
concentracOes citadas pode estar relacionada com o fato de que prostaglandinas
competirem pelos mesmos sistemas enzimaticos; e ao receberem a suplementacédo
dos tratamentos, ocorreram alteracdes das concentragdes de enzimas relevantes para
a producdo (LANDS, 1992). Uma vez que as CT-1 foram isoladas de blastocistos
bovinos in vitro com 10 a 11 dias de desenvolvimento (periodo esse onde embrides
produzem predominantemente PGEZ2) era esperado que as concentracdes de PGE2
se demonstrassem superiores em relagédo as concentragbes de PGF2a (HWANG et
al., 1998), o que de fato foi evidenciado em nosso estudo, onde as concentragdes
alcancadas de PGE2 foram superiores quando comparada a PGF2a; sendo a PGE2
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benéfica para a manutencéo do CL e estabelecimento da prenhez (BOWOLAKSONO
et al., 2008).

A supressdo de PGF2a é extremamente importante, pois esse € um dos
principais horménios durante a inducdo do evento denominado lutedlise no ciclo estral
de fémeas bovinas (MCCRACKEN et al., 1999; DOMINGUES et al., 2020; ARAUJO
et al., 2009). Apesar dos grupos 50 uM, 100 uM, 200 uM e 500 uM no tempo de 48
horas e 72 horas terem apresentado um aumento nas concentracdes de PGF2q,
durante o tempo de 72 horas, foi possivel observar uma diminui¢cdo na concentracao
de PGF2a no grupo de 1000 uM. Tal evidencia € muito interessante ja que o inicio da
prenhez bovina compreende a permanéncia da presenca do CL, devido as produgdes
de P4, e uma falha na manutencéo do CL resultaria em morte do embrido e perda da
gravidez (WILTBANK et al., 2023).

Dentro do contexto da reproducao bovina, a razdo das prostaglandinas E2 e
F2a em relagcdo as concentragBes absolutas dos horménios isolados também é
extremamente importante (BAZER et al., 2009). Embora tenha sido possivel observar
um aumento de PGE2 e uma reducdo de PGF2a no grupo de suplementacdo com OA
no meio de cultivo de CT-1 com 1000 pM, néo alterou a razdo PGE2/PGF2a. Uma
possibilidade que justifique o ocorrido pode estar relacionada com o fato do OA ser
capaz de estimular diretamente a sintese de PGE2, porém sua competéncia em
reduzir a sintese de PGF2a seja menor em baixas concentracdes, logo os dados

conferem que nao houve um aumento da razdo PGE2/PGF2a.

Um estudo realizado por Cheng et al. (2015), constatou que células
endometriais de ovelhas expostas a baixas concentracfes de OA (20 e 100 uM) por
um periodo de 24 horas tiveram um aumento na sintese de PGE2 e PGF2a e
duplicacédo na razdo PGE2/PGF2a. Diferente da linhagem materna utilizada por
Cheng et al (2015), no presente estudo a linhagem utilizada tem origem embrionaria
e foram expostas por periodos maiores ao OA. O efeito observado foi favoravel
apenas na maior concentracéo utilizada (1000 uM) que aumentou a sintese de PGE2
e reduziu a sintese de PGF2a, porém nao alterou a razdo de PGE2/PGF2a. Com base
no exposto, os dados apresentam que as linhagens celulares de origem embrionaria
e materna respondem de forma diferente ao AO; enquanto baixas concentragdes

mostraram beneficios em células de origem materna, células de origem embrionarias
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mostram efeitos positivos quanto a sintese das prostaglandinas em concentracdes

mais altas de OA por periodos maiores de exposicao.

Outro trabalho realizado pelo nosso grupo de pesquisa, intitulado como “Acido
oleico altera a expresséo de transcritos envolvidos na sintese de prostaglandinas em
células trofoblasticas bovinas cultivadas in vitro”, investigou a expressao de transcritos
envolvidos na sintese de prostaglandinas apos a adicdo do OA no cultivo in vitro das
células trofoblasticas bovinas e o0s resultados encontrados comprovaram uma
alteracdo na expressao da enzima AKR1B1 nas concentracfes de 500 e 1000 uM de
OA ap0s 72 horas de exposicdo. A enzima AKR1B1, no contexto da producédo de
prostaglandinas, atua convertendo PGH2 em PGF2a, logo sua diminuigdo é
extremamente desejada, visando aumentar as chances de um reconhecimento
materno da prenhez bem sucedido, visto que perdas gestacionais por mortalidade
embrionéria precoce impactam diretamente os sistemas de producéo de carne e leite.
De forma prética, a investigagcdo de moléculas com o potencial de beneficiar a
implantacdo embrionaria séo de grande relevancia, pois o uso de biotecnologias como
por exemplo a transferéncia de embribes em tempo fixo (TETF) poderia ser
aprimorado, aumentando suas taxas de sucesso ao fazer utilizagdo de um embrido

gue recebeu um tratamento capaz de melhorar sua eficiéncia.

8 CONCLUSAO

Conclui-se que a suplementacdo com &cido oleico na concentracdo de 1000
UM no meio de cultivo in vitro das células CT-1 é capaz de aumentar a sintese de

PGE2 e diminuir a sintese de PGF2a, mas nao altera a razdo de PGE2/PGF2a.
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