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RESUMO 

 

A mortalidade embrionária precoce, ocasionada por falhas no reconhecimento 
materno-fetal (RMF) nas primeiras três semanas após a fertilização, representa a 
maior causa de ineficiência reprodutiva em fêmeas bovinas de corte. Estratégias que 
favoreçam tal reconhecimento baseiam-se em reduzir a capacidade de síntese da 
prostaglandina F2α (PGF2α) pelo endométrio materno e/ou maximizar o estímulo anti-
luteolítico induzido pelo concepto, incluindo o aumento da síntese de prostaglandina 
E2 (PGE2). A PGE2, sintetizada pelo endométrio materno e células trofoblásticas do 
concepto, determina efeitos anti-luteolíticos e luteotróficos que favorecem o RMF. O 
ácido oleico (OA) e o ácido linoleico conjugado (CLA), reconhecidamente 
determinam modificações na via metabólica do ácido graxo poliinsaturado n-6 na 
biossíntese de eicosanóides, incluindo as prostaglandinas. Tal efeito, não foi 
avaliado em células trofoblásticas bovinas (CT-1). Hipotetizou-se que a 
suplementação com OA ou CLA, no meio de cultura de CT-1 aumenta a síntese de 
PGE2, diminui a síntese de PGF2α e aumenta a relação PGE2/PGF2α, sendo tal efeito 
dose-dependente. Objetivou-se determinar os efeitos da suplementação com OA 
(50, 100, 200, 500, 1000 μM e grupo controle) ou CLA (10, 20, 50, 100 μM e grupo 
controle) por até 72 horas, no cultivo in vitro de CT-1, na síntese de PGE2 e PGF2α, 
mensuradas por ensaio de imunoabsorção enzimática (ELISA). Assim, células CT-1 
foram cultivadas em garrafas de cultivo celular por 22 dias em incubadora 
umidificada a 38,5°C e 5% CO2 até atingirem uma confluência de 100%. No 23º dia 
as CT-1 foram transferidas para placas de 6 poços com meio DMEM (1X) + 
GlutaMAX suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 1% de aminoácidos 
não essenciais, 1% de antibiótico e antimicótico e 0,001% B-mercaptoetanol, onde 
foram cultivadas por 5 dias, até atingirem uma confluência de 50%. No 6º dia de 
cultivo, 24 horas antes da suplementação, o meio de cultivo foi substituído por meio 
sem SFB. No 7º dia, ao meio sem SFB foram adicionados os tratamentos com CLA 
ou OA. Amostras de meio de cultivo foram coletadas 48 e 72 horas após a adição de 
OA e 0, 24, 48 e 72 horas após a adição de CLA, acondicionadas em microtubos e 
armazenadas a -80oC para posterior análise das prostaglandinas por ELISA. Para 
cada ácido graxo foram realizadas 5 repetições, onde em cada repetição foi utilizado 
1 poço/tratamento/para cada tempo avaliado. A análise estatística foi feita pelo 
PROC MIXED do SAS considerando efeito de concentração (tratamento) e o efeito 
randômico da repetição cultivada. Meios de cultivo de CT-1 suplementados com OA 
na concentração de 1000 µM por 72 horas apresentaram redução da síntese de 
PGF2α e aumento da síntese de PGE2 não tendo alterado a razão PGE2/PGF2α, 

determinando um efeito dose-resposta. Meios de cultivo de CT-1 suplementados 
com CLA por 72 horas, em todas as doses testadas, apresentaram redução da 
síntese de PGF2α e PGE2 e aumento da razão PGE2/PGF2α. Conclui-se que as 
suplementações utilizadas confirmam parcialmente a hipótese, enquanto o OA na 
concentração de 1000 µM aumenta a síntese de PGE2 e diminui a síntese de PGF2α, 
o CLA aumenta a razão PGE2/PGF2α em todas as concentrações testadas. 
 

Palavras-chave: Ácidos graxos. Reprodução. In vitro. Bovino. 

 

 

 



  

ABSTRACT 
 
 

Early embryonic mortality, caused by failures in maternal-fetal recognition three 
weeks after the fertilization is the leading cause of reproductive inefficiency in beef 
cattle. Strategies that favor such recognition are based on reducing the capacity of 
prostaglandin F2α (PGF2α) synthesis by the maternal endometrium and/or maximizing 
the anti-luteolytic stimulus induced by the conceptus, including the increase in 
prostaglandin E2 (PGE2) synthesis. The PGE2 synthesized by the maternal 
endometrium and trophoblastic cells of the conceptus, determines the effects anti-
luteolytic and luteotrophics that favor the RMF. Oleic acid (OA) and conjugated 
linoleic acid (CLA) are known to determine changes in the metabolic pathway of n-6 
polyunsaturated fatty acid in the biosynthesis of eicosanoids, including 
prostaglandins. This effect was not evaluated in bovine trophoblastic cells (CT-1). 
The hypothesis is that supplementation with OA or CLA in the CT-1 culture medium 
increases PGE2 synthesis, decreases PGF2α synthesis and increases the 
PGE2/PGF2α ratio, which is a dose-dependent effect. The objective was to determine 
the effects of supplementation with OA (0, 50, 100, 200, 500, 1000 μM) or CLA (0, 
10, 20, 50 and 100 μM) for up to 72 hours, in cultivation in vitro of CT-1, in the 
synthesis of PGE2 and PGF2α, measured by enzyme immunosorbent assay (ELISA). 
So, CT-1 cells were cultured in Cell cultivation bottles for 22 days in a humidified 
incubator at 38.5°C and 5% CO2 until reaching 100% confluence. On the 23rd day, 
CT-1 were transferred to 6-well plates with DMEM (1X) + GlutaMAX medium 
supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS), 1% non-essential amino acids, 
1% antibiotic and antimycotic and 0.001% B-mercaptoethanol, where they were 
grown for 5 days, until reaching 50% confluence. On the 6th day of cultivation, 24 
hours before supplementation, the culture medium was replaced by medium without 
SFB. On the 7th day, in the medium without SFB were added to the treatments with 
CLA or OA. Samples of culture medium were collected 48 and 72 hours after the 
addition of OA and 0, 24, 48 e 72 hours after the addition of CLA, placed in 
microtubes and stored at -80ºC for further analysis of prostaglandins by ELISA. For 
each fatty acid, 5 replicates were performed, where 1 well/treatment/for each time 
evaluated was used in each replicate. Statistical analysis was performed by PROC 
MIXED of SAS considering concentration effect (treatment) and random effect of 
cultured replicate. CT-1 culture media supplemented with OA at a concentration of 
1000 μM for 72 hours showed a reduction in PGF2α synthesis and an increase in 
PGE2 synthesis and did not change the PGE2/PGF2α ratio, determining a dose-
response effect. CT-1 culture media supplemented with CLA for 72 hours, at all 
doses tested, showed a reduction in the synthesis of PGF2α and PGE2 and an 
increase in the PGE2/PGF2α ratio. It is concluded that the supplementations used 
partially confirm the hypothesis, while OA at a concentration of 1000 μM increases 
the synthesis of PGE2 and decreases the synthesis of PGF2α, CLA increases the 
PGE2/PGF2α ratio at all concentrations tested. 

 
Keywords: Fatty Acid. Reproduction. In vitro. Bovine. 
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1 INTRODUÇÃO  

Um dos principais fatores que comprometem a eficiência reprodutiva de 

fêmeas bovinas de corte é a mortalidade embrionária precoce, ocasionada por falhas 

no reconhecimento materno-fetal (RMF), no período compreendido entre 15 e 17 dias 

após a fecundação (BINELLI et al., 2001). Para o sucesso no estabelecimento da 

prenhez, o concepto (embrião e membranas anexas) deve produzir competentemente 

moléculas que interagem com o endométrio inibindo a síntese de prostaglandina F2α 

(PGF2α) e a luteólise. Tal ação, preserva funcionalmente e estruturalmente o corpo 

lúteo (CL), mantendo altas concentrações de progesterona (P4) circulantes (GOFF, 

2002).   

O interferon-tau (IFN-t), sintetizado e secretado pelas células trofoblásticas do 

concepto, foi caracterizado como o principal fator envolvido no RMF na espécie 

bovina (ROBINSON et al., 2006; EALY; YANG, 2009). Quando o concepto produz de 

maneira competente o IFN-t, o endométrio apresenta a síntese de PGF2α suprimida 

enquanto registra-se um aumento na síntese de prostaglandina E2 (PGE2).  Na 

ocorrência de um RMF bem-sucedido, a síntese de PGE2 é aumentada no 

endométrio e nas células trofoblásticas do embrião e concepto. A PGE2 exerce efeitos 

anti-luteóliticos e luteotróficos, ambos fundamentais para o êxito da prenhez 

(McCRACKEN et al., 1999). 

O IFN-t e a PGE2, ambos de ação luteotrófica, garantem a permanência do CL 

e manutenção de altas concentrações circulantes de P4, condição fundamental para o 

estabelecimento da prenhez (BINELLI et al., 2015; TANIKAWA et al., 2005). Na 

incapacidade do concepto em promover tais ações coordenadas, será determinada a 

luteólise e a mortalidade embrionária precoce. Assim, estratégias capazes de reduzir 

a capacidade da síntese de PGF2α e aumentar a síntese de PGE2 pelo endométrio, 

embrião e/ou concepto se tornam de grande interesse econômico. 

Desde 2007, nosso grupo de pesquisa investiga os efeitos da suplementação 

lipídica especificamente a semente de girassol, fonte rica em ácido linoleico (LA), na 

taxa de concepção de fêmeas bovinas. Verificou-se em vacas suplementadas por 22 

dias com tal semente, a partir da inseminação artificial em tempo fixo (IATF) e da 

transferência de embriões em tempo fixo (TETF), que a taxas de prenhez foram 

aumentadas em 18% comparado ao grupo controle (CORDEIRO et al., 2014). O 

grupo investiga por quais mecanismos, tal suplementação favoreceria a taxa de 
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prenhez. Pelos estudos conduzidos previamente pelo grupo, especula-se que 

possivelmente os mecanismos fisiológicos determinantes no aumento da taxa de 

prenhez, se restrinjam ao concepto e microambiente uterino.  

O consumo de dietas com ácido linoleico conjugado (CLA) sabidamente podem 

afetar a via metabólica do ácido graxo poliinsaturado n-6 por meio da biossíntese de 

eicosanóides, inclusive as prostaglandinas. Conforme descrito por Moussavi et al. 

(2013), em bovinos, diferentes isômeros de CLA determinam efeitos na produção de 

PGF2α e PGE2. A recente identificação de ácido oleico (AO) como um biomarcador de 

sobrevivência blastomérica e pós-criopreservação em bovinos pode indicar os efeitos 

positivos também deste ácido graxo no desenvolvimento embrionário (AARDEMA et 

al., 2011). Os dois ácidos graxos mencionados, CLA e AO, apresentam potencial 

promissor para modular a síntese das prostaglandinas F2α e E2.  

É reconhecido que o uso de diferentes ácidos graxos pode alterar a proporção 

de PGF2α e PGE2 produzidas nas células trofoblásticas em embriões e conceptos 

(HWANG et al., 1998). Portanto, considerando o impacto das perdas econômicas 

ocasionadas pela mortalidade embrionária precoce, a suplementação estratégica de 

lipídios objetivando o a redução da síntese de PGF2α e o aumento da síntese de PGE2, 

assim com o aumento na relação PGE2/PGF2α favoreceria o RMP e a redução em tal 

mortalidade.  

As células trofoblásticas bovinas (CT-1) representam uma linhagem celular 

derivada de blastocistos produzidos in vitro com 10 a 11 dias de desenvolvimento 

(REXROAD; POWELL,1999; TALBOT et al., 2000). Para avaliar tais efeitos no 

concepto o grupo tem utilizado dois modelos biológicos, o cultivo de células 

trofoblásticas e a produção in vitro de embriões bovinos. A hipótese é que a 

suplementação com OA ou CLA, no meio de cultura de CT-1 aumenta a síntese de 

PGE2, diminui a síntese de PGF2α e aumenta a relação PGE2/PGF2α, sendo tal efeito 

dose-dependente. Para tanto, objetiva-se determinar os efeitos da suplementação 

com OA ou CLA, por até 72 horas no cultivo in vitro de CT-1, na síntese de PGE2 e 

PGF2α. 

 

2 HIPÓTESE 

A hipótese é que a suplementação com OA ou CLA, no meio de cultura de CT-

1 aumenta a síntese de PGE2, diminui a síntese de PGF2α e aumenta a relação 

PGE2/PGF2α, sendo tal efeito dose-dependente, conforme ilustrado na Figura 1. 
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Figura 1 - Modelo hipotético 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fonte: elaborado pela própria autora. 

 

A hipótese é que a suplementação com OA ou CLA, no meio de cultura de CT-1 aumenta a 
síntese de PGE2, diminui a síntese de PGF2α e aumenta a relação PGE2/ PGF2α, sendo tal 
efeito dose-dependente.  

 
3 OBJETIVOS 

Determinar os efeitos da suplementação com OA ou CLA no cultivo in vitro de 

CT-1 sobre a síntese de PGE2 e PGF2α. 

 

3.1 Objetivos Específicos 

Objetiva-se determinar os efeitos da suplementação com OA (0, 50, 100, 200, 

500, 1000 μM) durante 48 e 72 horas ou CLA (0, 10, 20, 50 e 100 μM) durante 0, 24, 

48 e 72 horas, no cultivo in vitro de CT-1, na síntese de PGE2 e PGF2α, mensuradas 

por ensaio de imunoabsorção enzimática (ELISA). 

 

4 REVISÃO DE LITERATURA 

4.1 Mortalidade Embrionária Precoce em Fêmeas Bovinas de Corte 

A mortalidade embrionária precoce é um dos principais fatores que contribuem 

para o insucesso reprodutivo em fêmeas bovinas de corte, conforme revisado por 

Santos et al. (2004) e Sartori (2004). No período específico, compreendido entre 15 e 

17 dias após a fecundação (BINELLI et al., 2001), relatou-se 20 a 40% de perdas na 

prenhez de fêmeas zebuínas (VANROOSE et al., 2000).  
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O embrião se move do oviduto para a cavidade uterina no estágio de 8 a 16 

células, ao redor do quarto dia de desenvolvimento (GREALY et al., 1996). Com 5 a 6 

dias de desenvolvimento embrionário o embrião atinge o estágio de 16 a 32 células, 

sendo denominado de mórula. A compactação celular e as junções intercelulares 

representam o primeiro estágio crítico, momento em que o embrião começa a atuar 

como um organismo individual. Nos dias 7 ou 8 do desenvolvimento embrionário se 

forma uma cavidade denominada blastocele, onde as células do blastocisto inicial se 

diferenciam em massa celular interna e trofoblasto.  A massa celular interna formará 

todos os tecidos do indivíduo e o trofoblasto promoverá o desenvolvimento dos 

anexos fetais (SREENAN et al., 2001). Entre os dias 9 e 10, o blastocisto expandido 

eclode da zona pelúcida e continua sua expansão se caracterizando com uma 

estrutura elongada por volta do dia 14 de desenvolvimento. O elongamento do 

concepto é notório e contínuo até o dia 19 do desenvolvimento embrionário, e 

evidencia um grande desenvolvimento do trofoblasto decorrente da grande expansão 

das células trofoblásticas, sendo acompanhado por um aumento na atividade 

metabólica e na secreção de IFN-t por tais células (MANN et al., 1999; THATCHER et 

al., 2001). O IFN-t, sintetizado e secretado pelas células trofoblásticas do concepto, 

foi caracterizado como o principal fator envolvido no RMF na espécie bovina 

(ROBINSON et al., 2006; EALY; YANG, 2009).   

A sobrevivência do concepto e o estabelecimento da prenhez envolvem uma 

complexa comunicação ativa e passiva entre o concepto e o ambiente uterino 

materno. Na ocorrência de um RMF bem-sucedido, a síntese de PGF2α é suprimida e 

a de PGE2 é aumentada no endométrio e nas células trofoblásticas do embrião e 

concepto, mecanismo determinante para o estabelecimento da prenhez 

(McCRACKEN et al., 1999). Segundo Arosh et al. (2016), em fêmeas bovinas as 

células endometriais secretam PGF2α e PGE2 ao longo do ciclo estral, entretanto o 

padrão de secreção é diferenciado de acordo com as diferentes fases do ciclo estral. 

Miyamoto et al. (2005), demonstraram que a produção endometrial de PGE2 é maior 

durante as fases lútea média e tardia do ciclo estral em bovinos. A PGE2 exerce 

ações luteotróficas exercendo importante função imunológica na preservação do CL 

durante o RMF (REYNOLDS et al., 2010). Na ausência da fertilização ou na 

incapacidade do concepto em sinalizar o RMF é determinada a síntese de PGF2α 
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endometrial e a luteólise, mecanismos que determinam a mortalidade embrionária 

precoce.  

4.2 Participação das Células Trofoblásticas no Reconhecimento Materno-Fetal 

Durante o período de pré-implantação o blastocisto esférico se torna elongado 

adquirindo uma forma filamentosa que ocupa a maior parte do corno uterino ipsilateral 

a ovulação (SPENCER et al., 2007). Em fêmeas bovinas, entre 14 e 16 dias de 

desenvolvimento, modificações morfológicas nas células trofoblásticas aliadas ao 

aumento de proliferação das mesmas, transformam o concepto esférico em uma 

estrutura elongada e filamentosa que ocupa a maioria da extensão do corno uterino 

ipsolateral a ovulação (BAZER, 1989; GUILOMOT, 1995; ROBINSON et al., 2006). A 

rápida expansão das células trofoblásticas favorecem o aumento da área de superfície 

de contato de tais células com o epitélio uterino. Considera-se que quanto maior o 

elongamento e comprimento do concepto, maior a expansão das células trofoblásticas 

e, consequentemente, maior a biossíntese e secreção de IFN-t. A produção de IFN-t 

aumenta acentuadamente de 14 a 18 dias de prenhez coincidindo com a rápida 

elongação do concepto (EALY et al., 2001; ROBINSON et al., 2006).  

Durante o elongamento, o concepto é nutrido exclusivamente pela secreção 

endometrial, condição que persiste até que ocorra o estabelecimento da placentação.  

Em fêmeas bovinas, a adesão das células trofoblásticas ao útero não é evidente até 

19 a 21 dias de prenhez, assim o único material nutritivo disponível ao concepto 

durante o período crítico se refere à coleção de secreção endometrial lançada no 

microambiente uterino, denominada de histotrofo.  

Para compor a secreção epitelial endometrial ocorre o transporte seletivo de 

moléculas, especialmente fatores de crescimento, íons, glicose e aminoácidos para o 

lúmen uterino (SPENCER et al., 2004a; SPENCER et al., 2007). O histotrofo se 

caracteriza como a única fonte nutritiva para a proliferação das células trofoblásticas e 

elongação do concepto durante o período crítico (THATCHER et al., 2001; INSKEEP; 

DAILEY, 2005). Assume-se que quanto mais enriquecido o histotrofo, maiores são as 

possibilidades de elongamento e produção de IFN-t pelo concepto. A migração das 

células trofoblásticas é fundamental para a reorganização e morfogênese das 

mesmas, que exercem um papel chave no desenvolvimento do concepto durante o 

período que antecede a adesão (GUILOMOT 1995; FERRETTI et al., 2007; BAZER et 

al., 2009). Vários fatores foram descritos como indutores da migração das células 
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trofoblásticas, dentre estes o fator de crescimento epidermal (EGF), fator de 

crescimento semelhante à insulina tipo II (IGF-II), galectina-15 (SGAL 15), WNTSA e 

periostina (HAYASHI et al., 2007; FARMER et al., 2008; KIM et al., 2008; AHN et al., 

2009; SIMMONS et al., 2009; DILLY et al., 2010).   

O IFN-t secretado pelas células trofoblásticas exerce, por mecanismos 

parácrinos, o efeito de prevenir a secreção pulsátil de PGF2α (SPENCER et al., 2004b; 

SPENCER et al., 2007). As ações do IFN-t foram relacionadas por Arosh et al. (2016) 

e Pate (2020), onde nas células endometriais o IFN-t inibe os pulsos de PGF2α 

requeridos para a luteólise, condição que preserva a estrutura vascular e o fluxo 

sanguíneo do CL. Complementando suas ações parácrinas, o IFN-t também aumenta 

a síntese de PGE2 nas células do estroma e do epitélio endometrial, limitando a via de 

biossíntese de PGF2α e priorizando a via de biossíntese da PGE2. O IFN-t também 

exerce ações endócrinas, pois através da circulação materna é transportado ao CL, 

onde estimula genes que promovem um aumento na síntese de P4 e genes que 

protegem o CL da luteólise. O IFN-t no CL reduz o RNAm de proteínas que medeiam 

a apoptose e aumenta o RNAm de proteínas envolvidas na angiogênese, promovendo 

a sobrevivência das células endoteliais e inclusive estimulando a maior vascularização 

do CL.  

A PGE2, que tem sua síntese modulada pelo IFN-t, demonstrou ter uma 

importante ação luteotrófica determinando uma ação protetora na manutenção do CL 

promovendo o aumento da produção de P4 nas células luteais, além de diminuir a 

sensibilidade do CL à ação da PGF2α. A PGE2 aumenta no tecido luteal as 

concentrações de AMPc e a ativação da PKA, que atua estimulando a síntese de P4. 

Assim, no êxito do RMF, a prevenção da luteólise é reconhecidamente determinada 

pelas ações conjugadas e complementares do IFN-t e PGE2 (AROSH et al. 2016; 

PATE, 2020). 

Em outros estudos, o IFN-t demostrou exercer efeitos promotores no 

desenvolvimento do concepto (KIM et al., 2003; CHEN et al., 2006; BAZER et al., 

2009) através do aumento da expressão de proteínas transportadoras de glicose e a 

aminoácidos, determinantes para a passagem de tais moléculas para o lúmen uterino 

(GAO et al., 2009a; GAO et al., 2009b), regulando a resposta imune sistêmica e 

uterina da prenhez (GIFFORD et al., 2007; GIFFORD et al., 2008) além de exercer 

ações na expressão gênica do CL (OLIVEIRA et al., 2008; BOTT et al., 2010).  
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4.3 Biossíntese e Secreção de Prostaglandinas 

Os eicosanóides são metabólitos oxigenados dos ácidos graxos essenciais 

compostos por PGs, leucotrienos, prostaciclinas, tromboxanos e derivados dos ácidos 

graxos hidroxilados. Grande parte dos eicosanóides relevantes derivam do ácido 

araquidônico (AA) através de diferentes vias de síntese. Em um modelo ilustrado e 

adaptado por Oliveira (2013), Figura 2. Um modelo celular da biossíntese de PGF2α a 

partir do AA foi descrito por Burns et al. (1997). A ativação dos OXTR leva a ativação 

da proteína G, que por sua vez ativa a fosfolipase C (PLC). A PLC ativada cliva o 

fosfatidilinositol bifosfato (PIP2) em inositol trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG) 

(TYSSELING et al., 1997). O IP3 liga-se aos seus receptores presentes no retículo 

endoplasmático, promovendo a abertura dos canais de cálcio, o que gera um 

aumento nas concentrações de cálcio no citosol da célula. Algumas enzimas 

presentes nesta cascata são dependentes de cálcio para sua ativação, dessa forma, 

o DAG na presença de cálcio, leva a uma cascata de ativação de proteínas quinases 

- PRKCα, PRKCβ, PRKCγ (MELLOR; PARKER, 1998) e fosfolipase A2 (PLA2). Em 

seguida, a PLA2 cliva o AA presente na membrana plasmática (GIMPL; 

FAHRENHOLZ, 2001; TITHOF et al., 2007). Assim, o AA livre no citosol é convertido 

através da ação da cicloxinagenase 2 (COX-2), a prostaglandina H2 (PGH2) é 

precursora de todos os prostanóides. A PGH2 é convertida pelas enzimas PGE 

sintases (PTGES1, PTGES2 ou PTGES3) em PGE2; PGF sintase (AKR1B1, 

AKR1C3, AKR1C4) em PGF2α,, PGD sintase (PTGDS) em PGD2; TXAs sintase 

(TBXAS2) em TXA2 ou PGI sintase (PTGIS) no produto PGI2. Depois de sintetizadas, 

a PGD2 pode ser convertida à PGF2α. pela ação da enzima AKR1C3, assim como a 

PGE2 que pode ser convertida à PGF2α pela ação da enzima CBR1. A seguir, os 

prostanóides atravessam a membrana plasmática passivamente ou por transporte 

facilitado. Uma vez no exterior das células, os prostanóides se ligam aos seus 

receptores específicos: a PGE2 aos receptores PTGER-1, PTGER-2, PTGER-3, 

PTGER-4; a PGF2α ao PTGFR; a PGD2 ao PTGDR; a PGI2 ao PTGIR e o tromboxano 

A2 ao TBXAR2. A PGE2 e PGF2α podem entrar na célula alvo por transporte facilitado 

utilizando a proteína transportadora de membrana SLCO2A1 ou podem ser inativadas 

pela enzima PGDH. Uma vez que PGF2α e PGE2 são produzidas a partir de PGH2, as 

concentrações específicas destas PGs dependem da disponibilidade de PGH2 e da 

atividade específica de PGF e PGE isomerase e sintase (MOUSSAVI et al., 2013).  



25 

 

  

Figura 2 - Modelo da síntese de PGF2α e PGE2 nas células endometriais, Adaptado 

por Oliveira (2013 apud CORDEIRO, 2016) 

Fonte: elaborado pela própria autora. 

Na célula endometrial a enzima fosfolipase citosólica A2 (PLA2) libera o ácido aracdônico 

(AA) da membrana fosfolipídica, e este pode ser convertido pela cicloxigenase 1 (PTGS1) ou 

cicloxigenase 2 (PTGS2) à PGH2, precursora de todos os prostanóides. A PGH2 é convertida 

pelas enzimas PGE sintases (PTGES1, PTGES2 ou PTGES3) em PGE2, já a PGF sintase 

(AKR1B1, AKR1C3, AKR1C4) em PGF2. Depois de sintetizadas, a PGE2 que pode ser 

convertida à PGF2 pela ação da enzima CBR1.  

 

As PGs produzidas pelo embrião desempenham um papel fundamental no 

desenvolvimento embrionário inicial (LEWIS, 1989). O embrião pré-implantação 

produz muitas prostaglandinas incluindo PGF2α, PGE2 e PGI2. Hwang et al. (1998) 

estudaram o metabolismo do AA pelo embrião em diferentes fases da prenhez. Os 

mesmos autores, verificaram que os embriões bovinos produzem predominantemente 

PGE2 antes do dia 12, PGE2 e PGF2α entre os dias 13 e 15 a adicionalmente PGI2 

após o dia 15 de desenvolvimento.  O possível mecanismo de síntese de 

prostaglandina PGE2 e PGF2α encontra-se ilustrado na Figura 3. Possivelmente, A 

PLA2 cliva o AA presente na membrana, o AA é convertido pela COX-2 a PGH2. A 

PGH2 é convertida pelas enzimas PGE sintases (PTGES1, PTGES2 ou PTGES3) em 

PGE2. A PGH2 é convertida pelas enzimas PGF sintase (AKR1B1, AKR1C3, 

AKR1C4) em PGF2α. A PGE2 pode ser transformada em PGF2α pela ação da enzima 

CBR1.  
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Figura 3 - Modelo da síntese de PGF2α e PGE2 em embriões bovinos 

Fonte: elaborado pela própria autora. 

A PLA2 cliva o AA presente na membrana, o AA é convertido pela COX-2 a PGH2. A PGH2 é 

convertida pelas enzimas PGE sintases (PTGES1, PTGES2 ou PTGES3) em PGE2. A PGH2 

é convertida pelas enzimas PGF sintase (AKR1B1, AKR1C3, AKR1C4) em PGF2α. A PGE2 

pode ser transformada em PGF2α pela ação da enzima CBR1. 

 

A PGE2 e PGI2 produzidas pelos embriões bovinos atuam de forma parácrina 

no endométrio, regulando a expressão de genes e funções importantes para a 

receptividade uterina, crescimento e desenvolvimento do concepto durante a fase 

inicial da prenhez. As PGE2 e PGI2 desempenham papéis importantes na função do 

CL, considerando que a adição dessas PGs ao CL aumentou a secreção de P4 

(TANIKAWA et al., 2005). 

 A PGE2 tem sido considerada como um fator de proteção para o CL, além de 

exercer ação luteotrófica (estimula a produção de P4). Demonstrou-se que a 

administração intrauterina de PGE2 protege o CL da luteólise espontânea ou induzida 

em fêmeas ruminantes (MAGNESS et al., 1981). A PGE2 contribui para a síntese de 

P4 no CL, fundamental no êxito do estabelecimento da prenhez (WEEMS et al., 2006; 

WEEMS et al., 2007; WHATES et al., 2007). Os mecanismos luteolíticos PGF2α, 

assim como o conjunto de ações luteotróficas exercidas pela PGE2, determinantes no 

reconhecimento materno fetal, estão representadas na Figura 4.  
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Figura 4 - Novo modelo descrito por (AROSH, J. A; BANU, S. K; MCCRACKEN, 

2016) sobre a ação das prostaglandinas (PG) na manutenção do corpo lúteo e 

reconhecimento materno da prenhez (RMP) em fêmeas ruminantes. 

Fonte: (AROSH, J. A; BANU, S. K; MCCRACKEN, 2016). 
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(I) Luteólise (Painel A): (1) A ocitocina (OT) se liga em seu receptor (OXTR), (2) ocorre a 
liberação de Ca+2 no citosol que ativa proteína kinase C (PKC); (3) a maquinaria enzimática 
para a biossíntese de PGF2α é ativada sequencialmente; (4) ocorre a produção de PGF2α 
na célula endometrial e pulsos de PGF2α são liberados pela célula endometrial; (5) a 
PGF2α, é transportada através de proteínas transportadoras (PGT) pelo plexo útero-
ovariano (UOP); (6) a PGF2α também pode ser transportada, por um mecanismo 
independente de PGT ou por difusão simples, chegando ao corpo lúteo (CL) pelo UOP. 
(Painel B): (7) através dos pulsos a PGF2α endometrial, a PGF2α se liga ao seu receptor 
(FP) presente nas células luteais grandes; (8) a ligação PGF2α-FP promove a liberação de 
Ca+2 no citosol que ativa PKC; (9) a maquinaria enzimática de biossíntese de PGF2α no CL 
é ativada sequencialmente; (10) produção de PGF2α pelas células luteais grandes; (11) por 
mecanismos autócrinos e parácrinos, ocorre uma auto amplificação da produção de PGF2α 
nas células luteais grandes; (12) PGF2α ligada à FP suprime as vias de sobrevivência do 
CL; (13)  vias envolvidas no mecanismo de apoptose nas células luteais grandes são 
ativadas; (14) a produção de PGE2 é suprimida no momento da luteólise; (15) a não ligação 
de PGE2, que teve a produção suprimida, no seu receptor específico promove nas células 
luteais grandes; (16) supressão da sobrevivência das células luteais grandes; (17) ativação 
das vias apoptóticas nas células luteais grandes; (18) ativação do FP e supressão do 
EP2/EP4 sinaliza um decréscimo na biossíntese e secreção de progesterona (P4); (19) 
indução da apoptose  nas células luteais grandes resultará na (20) regressão funcional e 
estrutural do CL, evento denominado de luteólise. (II) Reconhecimento materno-fetal 
(Painel C): (21) o interferon-tau (IFNT) se liga aos seus receptores específicos IFNR1 e 
IFNR2; (22) tal ligação suprime os receptores α de estrógeno (ESR-1) e os receptores de 
ocitocina (OXTR); (23) o Fator 2 regulador do IFNT (IRF-2) ou (24) proteínas específicas tipo 
1 (SP1) sinalizam sequencialmente a cascata de IFNR e IRF2 ou SP1. Em paralelo, o IFNT 
ativa; (25) o complexo IFNR-JAK-SRCEGFR-RAS-RAF-ERK1/2-EGR1; (26) o aumento da 
resposta da proteína 1 (EGR1), faz com que esta possa competir ou substituir a ligação com 
SP1 e suprimir OXTR (este mecanismo ainda não foi confirmado); (27)  ERK1/2 e EGR1 
inibe a função de PGT; (28) com a supressão de PGT o transporte de PGF2α do endométrio 
para o CL, através do UOP, não ocorre; (29) interessantemente o IFNT não inibe a produção 
basal de PGF2α endometrial, e a PGF2α pode ser transportada por um mecanismo 
independente de PGT ou por difusão simples do endométrio para o UOP, (30) a 
concentração basal de PGF2α nesse momento é registrada no UOP; (31) esta PGF2α atua 
liga-se aos seus receptores (FP) nas células luteais grandes do CL no início da prenhez 
torando estas células resistentes a ação luteolítica da PGF2α; (32) as células epiteliais do 
endométrio e; (33) células do estroma endometrial através de múltiplos mecanismos (34) 
aumentam a produção de PGE2 endometrial; (35) através da sinalização autócrina e 
parácrina a PGE2 liga-se em EP2/EP4 determinando uma auto amplificação na produção de 
PGE2; (36) a PGE2 é transportada do endométrio para o CL através do UOP por via PGT 
ou por mecanismos mediados pela MRP4. (Painel D): (37) a PGE2 se liga  no EP2/EP4 das 
células luteais grandes, ativa cAMP/PKA e via SRC via que se auto amplifica; (38)  produção 
de PGE2 intra luteal; (39) sinalização EP2/EP4 por ação parácrina e autócrina promove  (40)  
sobrevivência ou anti apoptose do CL; (41) supressão das vias pró apoptóticas protegendo o 
CL da luteólise funcional; (42) a PGE2 através do cAMP/protein kinase A (PKA) e (43) via 
SRC-ERK1/2 ou SRC-AKT reconduzem;  (44) a produção de progesterona na células luteais 
protegendo o CL da luteólise funcional; (45) coletivamente o IFNT ou a PGE2 produzida pelo 
endométrio e CL  promove a resistência do CL em relação à  PGF2α através de múltiplos 
mecanismos intracelulares que protegerão o CL da regressão durante o reconhecimento 
materno fetal.  

  

4.4 Características do CLA e OA 

O CLA é o termo geral utilizado para um grupo de isômeros posicionais e 

geométricos do ácido linoleico (LA; C18:2n-6) (CHENG et al., 2003; MOUSSAVI et al., 
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2013). Os CLAs apresentam duplas ligações conjugadas, separadas apenas por uma 

ligação simples entre dois carbonos (GATTÁS; BRUMANO, 2005). Os CLAs podem 

ser sintetizados no rúmen, pela bactéria Butyrovibrio fibrisolvens, através da 

biohidrogenação incompleta de ácidos graxos poliinsaturados fornecidos na dieta. 

Sabe-se que os CLAs também podem ser sintetizados endogenamente através da 

dessaturação do ácido graxo C18:1 trans-11, realizada pela enzima estearoil-CoA 

dessaturase ou Delta-9 dessaturase (SCD), presentes na glândula mamária e tecido 

adiposo. Dentre ambas as possibilidades, o C18:1 trans 11 (ácido vacênico) é 

produzido principalmente através da biohidrogenação ruminal, caracterizando tal 

processo como a maior fonte de CLA em animais ruminantes (DONOVAN et al., 

2000; PARIZA et al., 2001; CORL et al., 2001; GATTÁS; BRUMANO, 2005; 

MOUSSAVI et al., 2013). 

Os isômeros do LA cis-9, trans-11 (c9, t11) e trans-10, cis-12 (t10, c12) são os 

tipos predominantes de CLA na gordura dos ruminantes e compõem de 80 a 90% do 

CLA total na gordura do leite, embora sua proporção no tecido adiposo seja menor 

(CHIN et al., 1992; PARODI, 1997; SEHAT et al., 1998; PARIZA et al., 2001).  Tais 

CLAs, foram utilizados com maior frequência em estudos nos quais os efeitos dos 

CLAs foram avaliados (MOUSSAVI et al., 2013), principalmente em relação a 

deposição de gordura na carcaça de animais em crescimento, como suínos 

(OSTROWSKA et al., 1999); ao desenvolvimento de tumores e modulação da 

resposta imune (PARIZA, et al., 2001); a regulação de processos angiogênicos 

durante o início da prenhez (BASAK; DUTTAROY, 2013); nas modificações no 

metabolismo de eicosanóides e regulação da metaloproteinase de matriz (MMP) em 

tecido reprodutivo; e ao desenvolvimento embriões produzidos in vitro (STINSHOFF 

et al., 2014; ABSALÓN-MEDINA et al., 2014). 

Os AGPI representantes da família ômega 6, especialmente o LA; C18:26; 

ômega 6) e os isômeros de CLA c9, t11 e t10, c12, reconhecidamente determinam 

modificações na biossíntese de eicosanóides incluindo as PG. Cheng et al. (2003), 

reportaram que o consumo de dietas compostas por CLA pode afetar a via metabólica 

do ácido graxo poliinsaturado n-6 para biossíntese de eicosanóides. Os CLAs podem 

ser metabolizados para formar trienos conjugados (C18:3 e C20:3) e um dos 

isômeros do ácido araquidônico (AA; C20:4). Tais compostos intermediários, através 
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da competição por dessaturação e sistemas de alongamento da cadeia de enzimas, 

podem diminuir a síntese de eicosanóides (CHENG et al., 2003).  

O OA, caracterizado com um ácido graxo monoinsaturado da família ômega 9, 

também foi relacionado com benefícios no contexto reprodutivo. Os ácidos graxos 

insaturados podem ser divididos em monoinsaturados (MUFA), com uma dupla 

ligação, ou poliinsaturados (AGPI), com múltiplas duplas ligações. A dupla ligação, 

quando ocorre em um ácido graxo natural, é sempre do tipo cis (BELL et al., 1997). O 

ômega 9, também chamado de ácido oleico (OA, 18: 1 cis 9), é um ácido carboxílico 

de cadeia longa com 18 carbonos e um grupo funcional COOH.  Por possuir uma 

dupla ligação entre os carbonos 9 e 10 do grupo metil final, é chamado de ácido 

graxo monoinsaturado e sua fórmula química é CH3(CH2)7CH=CH(CH2)7COOH 

(ROSE; CONNOLY, 1999). O OA se destaca por ser um dos principais ácidos graxos 

monoinsaturados nos extratos lipídicos de bovinos, ovinos e suínos (HOMA et 

al.,1986; PRATES et al., 2013; DUNNING et al., 2014). Este ácido graxo pode ser 

sintetizado por todos os mamíferos, incluindo humanos, a partir dos AGPI ômegas 3 e 

6 provenientes da dieta (LEE; PARK, 2014; HAN et al.,2017). Um único cis, a ligação 

dupla na posição 9, dá uma alta capacidade ao OA de solubilizar lipídios (PEREIRA 

et al., 2014). O OA é um dos principais determinantes da fluidez da membrana 

plasmática (FUNARI et al., 2003), e está associado a funções importantes, incluindo 

interação célula-célula, transporte de membrana, eventos de sinalização, regulação 

da temperatura do corpo, produção de hormônios sexuais, como o estrogênio e 

progesterona, além de contribuir para o aumento da absorção de vitaminas A, D, E e 

K e atuar como fonte de em funções metabólicas e estruturais (WARZYCH; 2017). 

Este ácido graxo é capaz de doar um cátion de hidrogênio a um aceptor e se opõe à 

oxidação ou inibe as reações provocadas pelo dioxigênio ou peróxidos (CHOE et al., 

2009). Além disso, OA pode ser diretamente ligado a proteínas, o que é conhecido 

como uma etapa importante no crescimento e diferenciação de vários tipos de células 

(RIOS-ESTEVES, 2013). 

 

5 MATERIAL E MÉTODOS 

5.1 Local do Experimento 

Os procedimentos de cultivo in vitro de CT-1, coleta de amostras biológicas, e 

as análises de dados que proporcionaram a conclusão desse trabalho foram 

realizados no Laboratório de Investigação da Fisiologia do Endométrio e do Embrião 

https://www.cambridge.org/core/journals/zygote/article/oleic-acid-in-the-modulation-of-oocyte-and-preimplantation-embryo-development/228B5FCC16E4A55E42212BD54DC4E1CC#ref028
https://www.cambridge.org/core/journals/zygote/article/oleic-acid-in-the-modulation-of-oocyte-and-preimplantation-embryo-development/228B5FCC16E4A55E42212BD54DC4E1CC#ref059
https://www.cambridge.org/core/journals/zygote/article/oleic-acid-in-the-modulation-of-oocyte-and-preimplantation-embryo-development/228B5FCC16E4A55E42212BD54DC4E1CC#ref013
https://www.cambridge.org/core/journals/zygote/article/oleic-acid-in-the-modulation-of-oocyte-and-preimplantation-embryo-development/228B5FCC16E4A55E42212BD54DC4E1CC#ref038
https://www.cambridge.org/core/journals/zygote/article/oleic-acid-in-the-modulation-of-oocyte-and-preimplantation-embryo-development/228B5FCC16E4A55E42212BD54DC4E1CC#ref025
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(LIFE), sediado na Faculdade de Ciências Agrárias e Tecnológicas (FCAT), da 

UNESP - Câmpus de Dracena. O ELISA foi realizado em parceria com o Laboratório 

de Fisiologia e Endocrinologia Molecular (LFEM), situado no Centro de Biotecnologia 

em Reprodução Animal da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia (FMVZ) da 

Universidade de São Paulo (USP), Câmpus de Pirassununga, com a colaboração 

científica do Prof. Dr. Guilherme Pugliesi. Todos os procedimentos realizados no 

referido estudo, foram aprovados pela Comissão de Ética no Uso de Animais da 

FCAT, Unesp, Dracena/SP, registrado com o Certificado no 31/2016.R1-CEUA, 

aprovado em 08/02/2017.   

 

5.2 Obtenção e Origem das Células Trofoblásticas Bovinas (Linhagem CT-1) 

As CT-1 utilizadas nesse estudo, foram obtidas da cultura de blastocistos 

bovinos produzidos in vitro com 10 a 11 dias de desenvolvimento, conforme técnica 

descrita por Rexroad e Powell (1999) e Talbot et al. (2000). Resumidamente, 

culturas primárias de blastocistos bovinos foram cultivadas em um meio de 1:1 de 

DMEM suplementado com 10% de SFB, 2-mercaptoetanol (0,1mM), aminoácidos 

não essenciais, L-glutamina e antibióticos e incubados em uma atmosfera 

umidificada contendo 5% de CO2 a 39,5 ºC. As CT-1 foram cultivadas em placas de 

cultura de 4 poços (NUNC) contendo camadas de manutenção de células de 

fibroblastos de camundongo (STO). A passagem secundária das culturas das 

células foi feita por tratamento com tripsina-EDTA. O tratamento com tripsina-EDTA 

ou somente com EDTA foi considerado prejudicial para as células, e a passagem 

subsequente das culturas foi realizada apenas por desnudamento das camadas de 

células dos blastocistos, as camadas de células foram fragmentadas por repetidas 

aspirações com auxílio de uma pipeta sorológica. Em seguida, as células foram 

sedimentadas por centrifugação em um tubo Falcon. Depois de aspirar o meio, 

usando pipeta sorológica de 2 mL, o pellet foi ressuspendido em DMEM-199 a 10% 

e semeados em células alimentadoras STO. As CT-1 foram cultivadas 

continuamente por mais de 2 anos e 76 passagens com porções congeladas a 

cada 5-10 passagens. As passagens das CT-1 foram realizadas em diluição de 1:3 

ou 1:5 para as primeiras 15 passagens e depois disso diluída em uma proporção de 

1:10. Nenhuma mudança aparente na morfologia ou expressão de IFN-t ocorreu ao 

longo deste tempo. As CT-1 constituem, portanto, uma linhagem celular 
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imortalizada. Após todo o procedimento relatado, as CT-1 passaram por análise 

citogenética, ensaio de atividade antiviral, análise por Imunobloting do meio 

condicionado, microscopia eletrônica de transmissão e transfecção de DNA por 

cálcio/fosfato. Ocasionalmente foram encontrados grandes vacúolos lipídicos, 

embora o lipídio tenha sido frequentemente removido total ou parcialmente durante 

a preparação. Em geral, as CT-1 foram semelhantes ao trofectoderma bovino in 

vivo examinado a partir de blastocistos de pré-implantação expandidos. 

As CT-1 utilizadas como modelo biológico nesse estudo, foram doadas pelo 

Prof. Dr. Alan Ealy da Virginia Tech, Blacksburg, VA, Estados Unidos, em 

colaboração ao Laboratório de Investigação da Fisiologia do Endométrio e Embrião 

(LIFE), FCAT, UNESP, Dracena-SP. As CT-1 constituem um interessante modelo 

biológico de estudo para o maior entendimento dos mecanismos envolvidos no RMF 

que determinam o êxito no estabelecimento da prenhez. Para a obtenção de tais 

células foi estabelecida de uma parceria científica para a realização de um conjunto 

de experimentos em parceria com o Prof. Dr. Alan Ealy, que participou do 

isolamento de tais células.  

 

5.3 Delineamento Experimental 

Neste experimento, CT-1 foram cultivadas in vitro em diferentes concentrações 

de OA (50, 100, 200, 500 e 1000 µM, além do grupo controle; Figura 5) durante 48 ou 

72 horas. As CT-1 foram submetidas a diferentes concentrações de CLA (10, 20, 50, 

100 µM, e o grupo controle; Figura 6) durante 0, 24, 48 ou 72 horas. Para cada ácido 

graxo foram realizadas 5 repetições, sendo utilizado 1 poço de cultivo para cada 

tratamento e tempo avaliados.  
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Figura 5 - Representação esquemática dos tratamentos de OA realizados nas CT-1 

Fonte: elaborado pela própria autora. 

 
As CT-1 foram transferidas para uma garrafa de cultura (R1) previamente preparada com 
matrigel, onde foram cultivadas durante 12 dias. Após esse período, 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 confluência. Posteriormente, as CT-1 foram 
transferidas para placas de cultura de 6 poços onde foram mantidas em cultivo in vitro por 5 dias. 
Vinte e quatro antes da adição dos tratamentos com OA o meio de suplementação das CT-1 foi 
substituído por meio sem SFB. No 6º dia de cultivo os tratamentos com OA foram adicionados 
nas concentrações 50, 100, 200, 500 ou 1000 µM, além do grupo controle aos respectivos poços 
de cultivo. Após 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 análises futuras. Foram realizadas 5 repetições experimentais. 
 

Figura 6 - Representação esquemática dos tratamentos de CLA realizados nas CT-1 

 
Fonte: elaborado pela própria autora 

 

As CT-1 foram transferidas para uma garrafa de cultura (R1) previamente preparada com 
matrigel, onde foram cultivadas durante 12 dias. Após esse período, 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 confluência. Posteriormente, as CT-1 foram 
transferidas para placas de cultura de 6 poços onde foram mantidas em cultivo in vitro por 5 dias. 
Vinte e quatro antes da adição dos tratamentos com CLA o meio de suplementação das CT-1 foi 
substituído por meio sem SFB. No 6º dia de cultivo os tratamentos com CLA foram adicionados 
nas concentrações 10, 20, 50 ou 100 µM, além do grupo controle aos respectivos poços de 
cultivo. Após 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 análises 

futuras. Foram realizadas 5 repetições experimentais. 
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5.4 Preparação da Matriz de Membrana Basal Matrigel 

O preparo da matriz está ilustrado na Figura 7 A, B e C. A matriz de 

membrana basal Matrigel® (Ref. 356237, BD Bioscience, Bedford, MA, USA), foi 

diluída a 1:3 e 1:10 em meio não suplementado com SFB, composto por 50 mL de 

DMEM (1X) + GlutaMAX TM –I (Gibco, Ref. 10569-010, Grand Island, NY, USA); 500 

µL de solução antibiótica e antimicótica (100X) (Gibco, Ref. 15240062, Grand Island, 

NY, USA); e 500 µL de aminoácidos não essenciais, MEM NEAA (100X) (Gibco, Ref. 

11140-050, Grand Island, NY, USA).  Para a diluição 1:3, em 10 mL de Matrigel 

adicionaram-se 20 mL de meio não suplementado com SFB. Para a diluição 1:10, em 

10 mL de Matrigel adicionaram-se 90 mL de meio não suplementado com SFB. A 

diluição 1:3 é foi utilizada apenas na primeira propagação das CT-1, imediatamente 

após o descongelamento das mesmas. Nas passagens celulares subsequentes a 

diluição de Matrigel utilizada foi de 1:10.  

Figura 7 - Matriz de membrana basal (Matrigel) 

 
 

Fonte: elaborado pela própria autora. 

A) Matriz de membrana basal (Matrigel) alicotado em tubo Falcon contendo 10 mL. B) 
Matrigel em garrafas de cultivo de 75 cm2. C) Matrigel em garrafas de cultivo de 75 cm2, 

após duas horas de incubação à 38,5C em atmosfera umidificada com 5% de CO2. 
 

 

 

A) B) 

C) 
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5.5 Propagação das CT-1 

Previamente ao descongelamento das CT-1, preparou-se a garrafa (R1) de 

cultivo de 75cm2 (Corning, Ref. 430641U) com 15 mL de Matrigel diluída a 1:3, 

incubada (Panasonic, COM-19AIC(UV)) a 38,5 ºC em atmosfera umidificada 

contendo 5% de CO2 por 2 horas (Figuras 8 A, B e C). Posteriormente, as células 

contidas no interior de um criotubo, armazenado em nitrogênio líquido, foram 

descongeladas em água a 38ºC por 3 minutos. Após descongelamento, as CT-1 

foram ressuspendidas em 15 mL de meio de cultivo suplementado com 10% de SFB 

(meio de manutenção), composto por 450 mL DEMEM (1X) + GlutaMAX TM –I 

(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 solução antibiótica 

e antimicótica (100X) (Gibco, Ref. 15240062, Grand Island, NY, USA); 5 mL de 

aminoácidos não essenciais, MEM NEAA(100X) (Gibco, Ref. 11140050, Grand 

Island, NY, USA); e 500 µL de 2-mecarptoetanol (1000X) (Gibco, Ref. 21985023, 

Grand Island, NY, USA). Depois da ressuspensão das CT-1, as mesmas foram 

adicionadas à garrafa (R1), onde foram cultivadas a 38,5ºC em atmosfera 

umidificada contendo 5% de CO2 durante três dias sem que a garrafa fosse 

movimentada. Após 3 dias, procedeu-se a troca de meio de manutenção a cada 48 

horas até que as CT-1 atingissem 100% de confluência (12 dias). Em cada troca de 

meio utilizaram-se 15 mL de meio suplementado. 

Após atingirem 100% de confluência as células foram transferidas para duas 

novas garrafas de cultivo (R2), previamente preparadas com Matrigel (1:10) 

contendo 15 mL de meio suplementado (Figura 8). Para o processo de 

ressuspensão as CT-1 foram removidas da garrafa de cultivo com auxílio de um “cell 

scraper”, raspando toda a superfície da garrafa de forma a promover o 

descolamento das células. Posteriormente, as CT-1 foram transferidas para um tubo 

cônico com capacidade de 50 mL e dissociadas com o auxílio de uma seringa de 20 

mL acoplada a uma agulha de calibre 18 G. O volume obtido foi divido igualmente 

entre as duas garrafas R2. Novamente, as CT-1 foram incubadas a 38,5ºC em 

atmosfera umidificada contendo 5% de CO2, por mais 12 dias quando observou-se 

100% de confluência. As trocas do meio de manutenção foram realizadas a cada 48 

horas. Após atingirem 100% de confluência, as CT-1 foram novamente 

ressuspendidas e transferidas para placas de 6 poços (Corning, Ref. 3516, NY, 

USA) para realização dos tratamentos com OA ou CLA. 
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Figura 8 - Células CT-1 
 

 Fonte: elaborado pela própria autora. 

A) Células CT-1 descongeladas e ressuspendidas em tubo Falcon contendo 15 mL de meio 
suplementado. B) Dia 1 das CT-1 ressuspendidas em garrafas de cultivo de 75 cm2. C) CT-1 
em desenvolvimento 

 

5.6 Cultivo das CT-1 e Aplicação dos Tratamentos com OA e CLA 

Após serem transferidas para as placas de 6 poços (Figura 7) as CT-1 foram 

incubadas a 38,5ºC em atmosfera umidificada contendo 5% de CO2 por 5 dias, até 

atingirem 50% de confluência. No 4º dia de cultivo o meio de manutenção de cada 

poço foi retirado e substituído por 4 mL de meio não suplementado com SFB, 

adicionado dos componentes de solução antibiótica e antimicótica e aminoácidos não 

essenciais, como descrito no item 5.4. No 5º dia de cultivo, o meio de cada poço foi 

novamente retirado e substituído por 4 mL de meio não suplementado contendo os 

tratamentos com ou sem OA ou CLA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

A) B) C) 
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Figura 9 - Placas de cultivo 

Fonte: elaborado pela própria autora. 

A) Troca de meio suplementado das placas de cultivo. B) CT-1 com 50% de confluência, 
prontas para receber seus respectivos tratamentos. 

 

5.7 Preparo da Solução Estoque de OA e das Soluções com as Diferentes 

Concentrações Utilizadas nos Tratamentos 

Neste experimento utilizamos o OA (Sigma-Aldrich, USA, Cat N°. O1383). 

Realizou-se o preparo da solução estoque do OA baseado no método descrito por 

Vanholder et. al (2005). Para a preparação da solução estoque do OA o conteúdo 

total da ampola (5g) foi diluído em etanol até completar o volume final de 100 mL, 

resultando em uma solução estoque de 50 mg/mL ou 177.000 µM/mL, 

considerando o peso molecular do OA de 282,46g. Então, essa solução estoque foi 

alíquotada em microtubos e armazenada a -20°C. No momento do uso, a solução 

estoque de OA foi descongelada e diluída em meio não suplementado (sem FBS), 

contendo 0,1125% de BSA como veículo, de forma a obter a concentração final 

desejada de 50, 100, 200, 500 ou 1000 µM e grupo controle, conforme representado 

na Figura 10. 

 

 

 

 

 

A) B) 
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Figura 10 - Preparo das soluções de trabalho em diferentes concentrações de OA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: elaborado pela própria autora. 

Preparo das soluções de trabalho com meio não suplementado contendo 0,1125% de BSA 

como veículo em diferentes concentrações de OA (50, 100, 200, 500, 1000 µM e o grupo 

controle) para compor os tratamentos com a solução estoque e/ou etanol. 

 

5.8 Preparo da solução estoque de CLA e das soluções com as diferentes 

concentrações utilizadas nos tratamentos 

Neste experimento utilizamos o CLA (Sigma-Aldrich, USA, Cat N°. O5507). 

Realizou-se o preparo da solução estoque do CLA baseado no método descrito por 

Vanholder et. al (2005). Para a preparação da solução estoque do CLA o conteúdo 

total da ampola (250 mg) foi diluído em 8,92 mL de etanol 100% até obter uma 

solução estoque de 100 mM, considerando o peso molecular do CLA 280,4g/mol. 

Então, essa solução estoque foi alíquotada em microtubos e armazenada a -20°C. No 

momento do uso, a solução estoque de OA foi descongelada e diluída em meio não 

suplementado (sem FBS), contendo 0,1125% de BSA como veículo, de forma a obter 

a concentração final desejada de 10, 20, 50 ou 100 µM e grupo controle, conforme 

representado na Figura 11. 
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Figura 11 - Preparo das soluções de trabalho em diferentes concentrações de CLA 

Fonte: elaborado pela própria autora. 
 

Preparo das soluções de trabalho com meio não suplementado contendo 0,1125% de BSA 
como veículo em diferentes concentrações de CLA (10, 20, 50, 100 µM e o grupo controle) 
para compor os tratamentos com a solução estoque e/ou etanol. 
 
 

5.9 Coleta do Meio e das CT-1 

Após a adição dos tratamentos contendo as diferentes concentrações de OA 

ou CLA os 4 mL/poço do meio de cultivo foram aspirados e alíquotados em 4 

microtubos do tipo eppendorf  livre de RNase e DNase (1 mL/microtubo). Em seguida, 

o meio de cultivo coletado foi centrifugado a 12.000 x g por 2 minutos em temperatura 

ambiente. Após a centrifugação, o sobrenadante foi transferido para um novo 

microtubo e armazenado a -20ºC até o momento das análises.  

 

5.10 ENSAIO DE IMUNOABSORÇÃO ENZIMÁTICA (ELISA) 

 

5.10.1 ELISA para PGE2 

      5.10.1.1 Pré-preparo para o ensaio de ELISA 

Para o ELISA para PGE2 foi utilizado o kit Prostaglandin E2 ELISA kit – 

Monoclonal, Nº 514010 (Cayman Chemical). Os reagentes e buffers de cada kit foi 

preparado de acordo com as instruções do fabricante. Para preparo de todos os 

reagentes e buffers do ensaio de ELISA utilizou-se água deionizada e livre de 

contaminantes orgânicos – Água ultrapura (Milli-Q). A matriz utilizada no ensaio foi o 

meio de cultivo das células CT-1 não suplementado com SFB, descrito no item 5.4. 
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Para validação da curva padrão e das amostras, foram utilizadas 5 concentrações de 

OA (50 μM, 100 μM, 200 μM, 500 μM, ou 1000 μM), mais o grupo controle, nos 

tempos 48 ou 72 horas de tratamento em 5 repetições experimentais. Assim, o ensaio 

de validação compreendeu um total de 30 amostras por tempo de tratamento (5 

repetições x 6 grupos experimentais x 1 tempo = 30 amostras). Para validação da 

curva padrão e das amostras, foram utilizadas 4 concentrações de CLA (10 µM, 20 

µM, 50 µM ou 100 µM), mais o grupo controle, nos tempos 0, 24, 48 ou 72 horas de 

tratamento em 5 repetições experimentais. Assim, o ensaio de validação 

compreendeu um total de 25 amostras por tempo de tratamento (5 repetições x 5 

grupos experimentais x 1 tempo = 25 amostras).   

 

5.10.1.2 Preparo da validação da curva padrão e das amostras do ELISA para 

PGE2 para OA 

O Standard do kit de ELISA para PGE2 apresenta-se em estado sólido. Assim, 

o Standard foi previamente diluído em 100 µL de Eliza Buffer para OA, conforme 

representado na Figura 12. 
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Figura 12 - Modelo esquemático do preparo da curva padrão e das amostras do 
ELISA para mensuração de PGE2 (OA) 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Fonte: elaborado pela própria autora. 

100 μL de Standard foram transferidos para um tubo de ensaio (2) contendo 100 μL de ELISA 
Buffer, e assim sucessivamente, (3), (4), (5) e (6), todos contendo 100 μL de ELISA Buffer. 
Após esses processos, foi pipetado 360 μL de matriz em novos tubos de ensaio S2, S3, X, S4 
e S5. Após esses processos foram pipetados 40 μL do meio do tubo de ensaio (2) para o S2, 
obtendo a concentração de 1000 pg/ml; 40 μL do meio do tubo de ensaio (3) para o S3, 
obtendo a concentração de 500 pg/ml; 40 μL do meio do tubo de ensaio 5 para o S4, obtendo 
a concentração de 250 pg/ml  e 40 μL do meio do tubo de ensaio 6 para o S5, obtendo a 
concentração de 62,5 pg/ml. No tubo de ensaio S1 foi pipetado 40 μL de Standard 
diretamente na matriz, obtendo a concentração de 31,3 pg/ml.  
 

5.10.1.3 Preparo da validação da curva padrão e das amostras do ELISA para 

PGE2 para o CLA 

O Standard do kit de ELISA para PGE2 apresenta-se em estado sólido. Assim, o 

Standard foi previamente diluido em 1 mL de matriz para o CLA. Como o Standard foi 

diluído em matriz não foi necessário fazer o passo 2 da curva padrão, conforme 

representado na Figura 13. 
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Figura 13 - Modelo esquemático do preparo da curva padrão e das amostras do 

ELISA para mensuração de PGE2 (CLA) 

 

Fonte: elaborado pela própria autora. 

100 μL de Standard foram transferidos para um tubo de ensaio (S1) contendo 900 μL de 
matriz, obtendo a concentração de 1.000 ng/ml. Após esse processo, foram pipetados 500 μL 
do tudo de ensaio S1 em 500 μL de matriz (S2), obtendo a concentração de 500 ng/ml. Assim 
sucessivamente, 500 μL do tudo de ensaio S2 para o tudo de ensaio S3 obtendo a 
concentração 250 ng/ml; 500 μL do tudo de ensaio S3 para o tudo de ensaio X obtendo a 
concentração 125 ng/ml; 500 μL do tudo de ensaio X para o tudo de ensaio S4 obtendo a 
concentração 62,5 e 500 μL do tudo de ensaio S4 para o tudo de ensaio S5 obtendo a 
concentração 31,3. 

 
Para validação da concentração das amostras experimentais tratadas com OA 

ou CLA, mencionadas acima, foram preparados “pools” das amostras nas diluições 

1:10, 1:100, 1:1000 de acordo com o modelo esquemático apresentado na Figura 14. 

Figura 14 - O “pool” de amostras foi realizado com o intuito de obter a concentração 

ideal para cada ácido graxo (OA ou CLA) 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fonte:elaborado pela própria autora. 

Para o preparo do “pool” foi feita pipetagem seriada partindo de 20 μL pool de amostras para 
3 subsequentes volumes de 180 µL matriz obtendo-se, respectivamente, as diluições 1:10 
(D1), 1:100 (D2) e 1:1000 (D3). 
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Após o preparo dos padrões e pools de amostras, fez-se a pipetagem, em 

duplicata, da placa de validação da curva padrão e da concentração de amostras do 

ELISA de acordo com a Tabela 1 e Figura 15 e 16. 

Tabela 1 - Resumo da pipetagem para o ELISA PGE2 

POÇO MATRIZ PADRÃO/AMOSTRA TRACER ANTISERUM 

BLK - - - - 

NSB 100 µL - 50 µL - 

B0 50 µL - 50 µL 50 µL 
PADRÃO/AMOSTRA - 50 µL 50 µL 50 µL 

Fonte: elaborado pela própria autora. 

Branco (Blk): representa a absorbância de fundo causada pelo reagente de Ellman. 

Ligações não específicas (NSB): representa os compostos que irão se ligar ao poço, mas não irão se 
ligar ao anticorpo específico para a prostaglandina.  

Máxima ligação (B0): representa a máxima ligação do Tracer com o anticorpo.  

Figura 1 - Modelo esquemático da placa de validação da curva padrão do ELISA 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Fonte: elaborado pela própria autora. 

 
Figura 16 - Placa de validação da curva padrão do ELISA 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fonte: elaborado pela própria autora. 
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Após a pipetagem da curva padrão e dos “pools” de amostras, a placa foi 

coberta com plástico filme adesivo e papel alumínio, inserida em uma caixa de papel 

para proteger da luz e incubada por 18 horas a 4C em homogeneizador orbital em 

baixa velocidade. Depois do período da primeira incubação os poços foram esvaziados 

e lavados 5 vezes com “Wash Buffer”. Imediatamente após as lavagens, o reagente 

Ellman foi reconstituído com água Mili-Q (20 mL do reagente é suficiente para 100 

poços) e foram adicionados 200 L do mesmo em cada poço da placa, logo após as 

lavagens. Após a adição do reagente Ellman a placa foi novamente coberta com 

plástico filme adesivo e papel alumínio, inserida em uma caixa de papel e incubada por 

90 minutos em homogeneizador orbital em baixa velocidade. A leitura da placa foi 

realizada após a segunda incubação em espectrofotômetro com capacidade de leitura 

de comprimento de onda entre 405-420 nm (Synergy HTX, sendo controlado pelo 

software Gen5 versão 3.03). A leitura foi realizada em ondas de 415nm. Após a leitura 

da placa de ELISA, contendo o pool de amostras (1:10, 1:100 e 1:100) para testarmos 

na curva padrão do ELISA. A partir dos resultados obtidos, observamos que a melhor 

diluição foi 1:700 para OA e 1:300 para CLA onde os pontos não se apresentam fora 

da curva padrão. Após as validações, montaram-se as placas contendo a curva padrão 

e as amostras de meio de cultivo de CT-1 tratadas com OA ou CLA nas diluições 

necessárias (1:700 ou 1:300).  

 

5.10.2 ELISA para PGF2α 

Para o ELISA foi utilizado o kit Plostaglandin F2α ELISA kit, Nº 516011 

(Cayman Chemical). A matriz utilizada no ensaio também foi o meio de cultivo das 

CT-1 não suplementado com SFB. O preparo do Standard do kit de ELISA para 

PGF2 vem em estado líquido. Os reagentes e buffers de cada kit foram preparados 

de acordo com as instruções do fabricante.  

 

5.10.2.1 Preparo da validação da curva padrão e das amostras do ELISA para 

PGF2α para o OA 

A curva padrão foi preparada com as adequações necessárias de acordo com 

o modelo esquemático apresentado na Figura 17. 

A montagem, incubações e leitura da placa para o ELISA PGF2α, se 

assemelham com o ELISA PGE2. Dessa forma, serão descritos somente os passos 

do ensaio que foram divergentes. No momento da segunda incubação, após adição 

https://www.biotek.pt/products/software-robotics-software/gen5-microplate-reader-and-imager-software/
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do reagente de Ellman a placa foi coberta com plástico filme adesivo e papel 

alumínio, inserida em uma caixa de papel e incubada por 120 minutos em 

homogeneizador orbital em baixa velocidade. Na segunda placa de ELISA para o OA 

adicionamos a curva padrão os seguintes pontos (S1: 500 pg/mL; S2: 250 pg/mL; S3: 

62,5 pg/mL; S4: 31,2 pg/mL; S5: 15,6 pg/mL e S6 7,8 pg/mL).  62,5 pg/mL; S4: 31,2 

pg/mL e S5: 15,6 pg/mL). 

 

Figura 17 - Modelo esquemático do preparo da curva padrão e das amostras do 
ELISA para mensuração de PGF2α (OA) 

Fonte: elaborada pela própria autora. 

50 μL de Standard (50 ng/mL) foram pipetados para um tudo de ensaio (H20) contendo 50 
μL de água ultrapura (DEPC) obtendo-se assim a concentração de 25 ng/mL, o volume total 
(100 μL) foram pipetados para um novo tudo de ensaio (1) contendo 100 μL de matriz 
gerando uma concentração de 12,5 ng/mL. Diluições em série foram realizadas, pipetando 
100 μL do tubo de ensaio (1) para o tubo de ensaio (2), e assim sucessivamente até o tudo 
de ensaio (7). Após esses processos, foram pipetados 480 μL de matriz em novos tubos de 
ensaio S1, S2, X, S3, S4, S5 e S6. Foram pipetados 20 μL do meio do tubo de ensaio (1) 
para o tubo de ensaio S1, obtendo a concentração de 500 pg/ml. 20 μL do meio do tubo de 
ensaio (2) para o S2, obtendo a concentração de 250 pg/ml. 20 μL do meio do tubo de 
ensaio 4 para o S3, obtendo a concentração de 62,5 pg/ml.  20 μL do meio do tubo de 
ensaio 5 para o S4, obtendo a concentração de 31,3 pg/ml. 20 μL do meio do tubo de ensaio 
6 para o S5, obtendo a concentração de 15,6 pg/ml. 20 μL do meio do tubo de ensaio 7 para 
o S6, obtendo a concentração de 0,195 pg/ml. 

 

5.10.2.2 Preparo da validação da curva padrão e das amostras do ELISA para 

PGF2α para o CLA 

A curva padrão foi preparada com as adequações necessárias de acordo com 

o modelo esquemático apresentado na Figura 18. 



46 

 

  

A montagem, incubações e leitura da placa para o ELISA PGF2α, se 

assemelham com OA. Dessa forma, serão descritos somente os passos do ensaio 

que foram divergentes. Os pontos usados para o preparo da curva padrão e das 

amostras para o CLA foram (S1: 500 pg/mL; S2: 250 pg/mL; S3: 62,5 pg/mL; S4: 31,2 

pg/mL e S5: 15,6 pg/mL). 

Figura 18 - Modelo esquemático do preparo da curva padrão e das amostras 

do ELISA para mensuração de PGF2α (CLA) 

Fonte: elaborado pela própria autora. 

100 μL de Standard (50 ng/mL) foram pipetados para um tudo de ensaio (H20) contendo 100 
μL de água ultrapura (DEPC) obtendo assim a concentração de 25 ng/mL, o volume total 
(200 μL) foram pipetados para um novo tudo de ensaio (1) contendo 200 μL de matriz 
gerando uma concentração de 12,5 ng/mL. Diluições em série foram realizadas, pipetando 
200 μL do tubo de ensaio (1) para o tubo de ensaio (2), e assim sucessivamente até o tudo 
de ensaio (7). Após esses processos, foram pipetados 480 μL de matriz em novos tubos de 
ensaio S1, S2, X, S3, S4, S5 e S6. Foram pipetados 20 μL do meio do tubo de ensaio (1) 
para o tubo de ensaio S1, obtendo a concentração de 500 pg/ml. 20 μL do meio do tubo de 
ensaio (2) para o S2, obtendo a concentração de 250 pg/ml. 20 μL do meio do tubo de 
ensaio 4 para o S3, obtendo a concentração de 125 pg/ml.  20 μL do meio do tubo de ensaio 
5 para o S4, obtendo a concentração de 62,5 pg/ml. 20 μL do meio do tubo de ensaio 6 para 
o S5, obtendo a concentração de 31,2 pg/ml. 20 μL do meio do tubo de ensaio 7 para o S6, 
obtendo a concentração de 15,6 pg/ml. 
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Figura 19 - Curva padrão do ELISA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: elaborado pela própria autora. 

 

5.11 Análise Estatística 

A análise estatística foi feita usando o software SAS (versão 9.2, SAS Institute 

Inc., Cary, NC, USA). Os dados referentes a síntese de prostaglandinas nos meios de 

cultura celular coletados foram analisados por ANOVA de medidas repetidas 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 observações dentro dos grupos. Para o modelo desse estudo foi 

considerado o efeito principal do grupo de tratamento e o efeito aleatório da 

replicação da cultura. A significância estatística foi estabelecida em P ≤ 0,05. 

 

6 RESULTADOS 

6.1 Efeito da Suplementação com OA Sobre a Síntese de PGF2α Após 48 e 72 

horas 

Para a PGF2α foi evidenciado um efeito de repetição para 48 horas (P=0,0145) 

e 72 horas (P=0,0161). Observou-se efeito de tratamento (P<0,0001) para as 

comparações estabelecidas com 48 e 72 horas.  
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Conforme ilustrado na Figura 20, no tempo 48 horas, a concentração de 

PGF2α foi maior nos tratamentos com 50 μM, 100 μM, 200 μM e 500 μM de OA, 

comparado ao grupo controle. No tratamento de 1000 μM de OA a concentração de 

PGF2α não diferiu do grupo controle. A concentração de PGF2α após 72 horas de 

tratamento foi maior para os grupos 50 μM, 100 μM, 200 μM e 500 μM de OA 

comparado ao grupo controle, entretanto, com 72 horas a concentração de 1000 μM 

diminuiu a síntese de PGF2α comparado ao grupo controle. 

 

Figura 20 -  Média ± erro padrão (ng/mL) das diferentes concentrações de PGF2α em 

meio de cultivo das CT-1, mensuradas pela técnica de ELISA, tratadas com diferentes 

concentrações de OA (50 μM, 100 μM, 200 μM, 500 μM, 1000 μM, e o grupo controle) 

nos tempos 48 e 72 horas de tratamento 

 

a, b, c Letras diferentes indicam diferença estatística considerando um nível de significância de 5% (P ≤ 

0,05).  

 

6.2 Efeito da Suplementação com OA Sobre a Síntese de PGE2 com 48 e 72 

Horas 

Para a PGE2 não foi observado efeito de repetição para 48 horas (P=0,9317) e 

72 horas (P=0,5177). Evidenciou-se efeito de tratamento (P<0,0001) para as 

comparações entre os grupos de tratamento estabelecidas com 48 e 72 horas.  A 

Figura 21, ilustra o efeito das diferentes concentrações de OA (50 μM, 100 μM, 200 

μM, 500 μM, 1000 μM e o grupo controle) sobre a síntese de PGE2 (ng/mL) em meio 

de cultivo das CT-1 durante 48 e 72 horas, através da mensuração pela técnica de 

ELISA.  
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Conforme ilustrado na Figura 21, as CT-1 suplementadas com 200 μM, 500 

μM e 1000 μM de OA apresentaram um aumento na síntese de PGE2 48 horas após 

o tratamento comparado ao grupo controle, enquanto as concentrações de 50 μM e 

100 μM de OA não diferiram do grupo controle. Com 72 horas de tratamento foi 

evidenciado que a síntese de PGE2 foi aumentada quando as CT-1 foram 

suplementadas com 50 μM, 200 μM e 1000 μM de OA comparado ao grupo controle 

(0 μM), enquanto as concentrações de 100 μM e 500 μM de OA não diferiram do 

grupo controle.   

 

Figura 21 -  Média ± erro padrão (ng/mL) das diferentes concentrações de PGE2 em 

meio de cultivo das CT-1, mensuradas pela técnica de ELISA, tratadas com diferentes 

concentrações de OA (50 μM, 100 μM, 200 μM, 500 μM, 1000 μM e o grupo controle) 

nos tempos 48 e 72 horas de tratamento 

 

 
a, b, c Letras diferentes indicam diferença estatística considerando um nível de significância de 5% (P ≤ 

0,05).  

 

6.3 Efeito da Suplementação com OA na Razão PGE2/PGF2α com 48 e 72 Horas  

Na Figura 22 estão representadas as razões PGE2/PGF2α durante a 

suplementação do meio de cultivo in vitro das CT-1 com diferentes concentrações de 

OA nos tempos 48 e 72 horas de cultivo. Com 48 horas a razão PGE2/PGF2α foi 

menor quando as CT-1 foram suplementadas com 200 μM e 500 μM de OA 

comparado ao grupo controle (0 μM), enquanto as concentrações de 50, 100 e 1000 

μM de OA não tenham diferido do grupo controle. Com 72 horas a razão PGE2/PGF2α 

foi menor apenas quando as CT-1 foram suplementadas com 500 μM de OA 
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comparado ao grupo controle (0 μM), enquanto as concentrações de 50 μM, 100 μM, 

200 μM e 1000 μM de OA não tenham diferido do grupo controle.  

 

 

 

Figura 22 - Média ± erro padrão (ng/mL) da razão das concentrações de PGE2/PGF2α 

em meio de cultivo das CT-1, mensuradas pela técnica de ELISA, tratadas com 

diferentes concentrações de OA (50 μM, 100 μM, 200 μM, 500 μM, 100 μM e o grupo 

controle) nos tempos 48 e 72 horas de tratamento 

 

 

 

 

 

 

 

a, b, c Letras diferentes na mesma coluna indicam diferença estatística considerando um nível de 

significância de 5% (P ≤ 0,05). 

 

6.4 Efeito da Suplementação com CLA Sobre a Síntese de PGF2α com 0, 24, 48 e 

72 Horas  

Na Figura 23 estão representados os efeitos da suplementação do meio de 

cultivo in vitro das CT-1 com diferentes concentrações de CLA sobre a síntese de 

PGF2α, nos tempos 0, 24, 48 e 72 horas de cultivo.  As concentrações não diferiram 

entre os diferentes grupos de tratamento no tempo 0 hora. Para os tempos 24, 48 e 

72 horas as concentrações de PGF2α foram menores para todas as concentrações de 

CLA utilizadas (10 μM, 20 μM, 50 μM e 100 μM) comparado ao grupo controle. 
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Figura 23 -  Média ± erro padrão (ng/mL) das diferentes concentrações de PGF2α em 

meio de cultivo das CT-1, mensuradas pela técnica de ELISA, tratadas com diferentes 

concentrações de CLA (10 μM, 20 μM, 50 μM,100 μM e o grupo controle) nos tempos 

0, 24, 48 e 72 horas de tratamento 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a, b Letras diferentes indicam diferença estatística considerando um nível de significância de 5% (P ≤ 

0,05).  

 

6.5 Efeito da Suplementação com CLA Sobre a Síntese de PGE2 com 0, 24, 48 e 

72 Horas 
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Na Figura 24 estão representados os efeitos da suplementação do meio de 

cultivo in vitro das CT-1 com diferentes concentrações de CLA durante diferentes 

períodos sobre a síntese de PGE2, nos tempos 0, 24, 48 e 72 horas de tratamento.  

As concentrações diferiram no tempo 0 hora, onde no grupo 50 μM e 100 μM de CLA 

a concentração de PGE2 foi maior que no grupo controle. Com 24 horas de 

tratamento as concentrações de PGE2 foram reduzidas em todos os grupos tratados 

com CLA (10 μM, 20 μM, 50 μM e 100 μM) comparado ao grupo controle. Com 48 

horas de tratamento o grupo tratado com 10 μM e 20 μM de CLA apresentou menor 

concentração de PGE2 comparado ao grupo controle, entretanto, as concentrações 

de 50 μM e 100 μM não tenham diferido do grupo controle. Com 72 horas de cultivo, 

todos os grupos tratados com CLA (10 μM, 20 μM, 50 μM e 100 μM) apresentaram 

menores concentrações de PGE2 comparado ao grupo controle.   

Figura 24 -  Média ± erro padrão (ng/mL) das diferentes concentrações de PGE2 em 

meio de cultivo das CT-1, mensuradas pela técnica de ELISA, tratadas com diferentes 

concentrações de CLA (10 μM, 20 μM, 50 μM,100 μM e o grupo controle) nos tempos 

0, 24, 48 e 72 horas de tratamento 
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a, b, c Letras diferentes indicam diferença estatística considerando um nível de significância de 5% (P ≤ 

0,05).  

6.6 Efeito da Suplementação com CLA na Razão PGE2/PGF2α com 0, 24, 48 e 72 

Horas  

Na Figura 25 estão representadas as razões de PGE2/PGF2α durante a 

suplementação do meio de cultivo in vitro das CT-1 com diferentes concentrações de 

CLA sobre a síntese de PGE2, nos tempos 0, 24, 48 e 72 horas de tratamento. Não 

houve diferença na razão entre os diferentes grupos com 0 horas de tratamento. Com 

24 horas de tratamento, a razão foi maior (P<0,0006) para os grupos tratados com 10 

μM, 20 μM, 50 μM e 100 μM de CLA comparado ao grupo controle. Com 48 horas a 

razão foi maior (P<0,0027) para os grupos tratados com 10 μM, 20 μM, 50 μM e 100 

μM de CLA comparado ao grupo controle. Com 72 horas de cultivo, a razão foi maior 

(P<0,0001) para os grupos tratados com 10 μM, 20 μM, 50 μM e 100 μM de CLA 

comparado ao grupo controle. 

Figura 25 -  Média ± erro padrão (ng/mL) da razão das concentrações de PGE2/PGF2α 

em meio de cultivo das CT-1, mensuradas pela técnica de ELISA, tratadas com 

diferentes concentrações de CLA (10 μM, 20 μM, 50 μM,100 μM e o grupo controle) 

nos tempos 0, 24, 48 e 72 horas de tratamento 
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a, b, c Letras diferentes indicam diferença estatística considerando um nível de significância de 5% (P ≤ 

0,05).  

A sumarização dos resultados observados está apresentada nas figuras a 

seguir (Figura 26 e Figura 27). 

Figura 26 - Sumarização dos resultados com OA 

 

Fonte: elaborada pela própria autora. 

Nos tempos de 48 e 72 horas, a secreção de PGF2α aumentou nas doses de 50 μM, 100 μM, 
200 μM e 500 μM comparadas ao grupo controle. Com 72 horas de cultivo a secreção de 
PGF2α foi diminuída, comparada ao grupo controle, na dose de 1000 μM. A secreção de PGE2 

aumentou comparado ao grupo controle nas doses de 200 μM, 500 μM e 1000 μM com 48 
horas e com 50 μM, 200 μM e 1000 μM com 72 horas. A razão PGE2/PGF2α foi diminuída 
comparado o ao grupo controle, nas doses de 200 μM e 500 μM com 48 horas e nas doses 
de 500 μM e 1000 μM com 72 horas.  
 

Figura 27 - Sumarização dos resultados com CLA 
 

 

Fonte: elaborada pela própria autora. 

Nos tempos de 24, 48 e 72 horas, a secreção de PGF2α diminuiu comparado ao grupo 
controle, para todas as doses testadas. A secreção de PGE2 diminuiu, comparado ao grupo 
controle, em todas as doses testadas, com 24 e 72 horas e nas doses de 10 μM, 20 μM com 
48 horas.  Nos tempos de 24, 48 e 72 horas, a razão PGE2/PGF2α foi aumentada comparado 
o ao grupo controle, para todas as doses testadas.  
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7 DISCUSSÃO 

Nesse estudo, verificamos que as CT-1 sintetizam PGF2α e PGE2 e que tal 

biossíntese é modificada pela suplementação com OA e CLA. Sabe-se que os 

embriões bovinos produzem predominantemente PGE2 antes do dia 12, PGE2 e 

PGF2α entre os dias 13 e 15 e adicionalmente PGI2 após o dia 15 de desenvolvimento 

(HWANG et al., 1998). Considerando que as CT-1 foram isoladas de blastocistos 

bovinos produzidos in vitro com 10 a 11 dias de desenvolvimento, era esperado que 

as concentrações de PGE2 prevalecessem em relação as concentrações de PGF2α. 

Em nosso estudo, a biossíntese das PGs demonstrou um comportamento 

diferenciado para o OA e CLA. Observamos que a suplementação do meio de cultivo 

de CT-1 com 1000 μM de OA reduziu a síntese de PGF2α e aumentou a síntese de 

PGE2, não afetando a razão PGE2/PGF2α, porém a razão PGE2/PGF2α aumentou 

quando as CT-1 foram suplementadas com CLA. 

De acordo com Moussavi et al. (2013), em meio de cultura de células epiteliais 

endometriais bovinas expostas a quantidades maiores que 50 μM de isômeros de 

CLA por 24 horas, as concentrações de PGE2 e PGF2α diminuíram significativamente. 

Em nosso estudo, quando utilizamos CLA em CT-1 verificamos que o cultivo com 

CLA durante 24, 48 ou 72 horas resultou em diminuição da concentração de PGF2α 

em todas as doses testadas. Este fato também foi descrito segundo Cheng et al. 

(2003), em células endometriais de ovelhas, com ou sem ocitocina ou 

lipopolissacarídeo, o CLA (100 μM) suprimiu a geração de PGF2α de forma dose-

dependente. Dessa forma, esses achados indicam que o CLA é capaz de suprimir a 

síntese de PGF2α em diferentes linhagens celulares envolvidas no RMF. O efeito de 

redução da PGF2α proporcionada pelo CLA não se limita ao ambiente uterino e 

embrião, Harris et al. (2001), demonstram que o uso de CLA reduz a síntese de 

PGF2α na placenta, útero e fígado de ratos. Como descrito anteriormente, a 

supressão da síntese de PGF2α é essencial para manutenção do CL e 

estabelecimento da prenhez. 

Segundo Cheng et al. (2003), em células endometriais de ovelhas, com ou sem 

ocitocina ou lipopolissacarídeo, o CLA em baixas concentrações (20 μM) aumentou a 
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síntese de PGE2. Em contraste, após análises dos resultados deste estudo, as CT-1 

se comportaram de forma diferente, uma vez que a suplementação com CLA diminuiu 

a síntese de PGE2 em todas as concentrações (após 24 e 72 horas) ou com 

concentrações baixas (10 e 20 μM) após 48 horas. Em um estudo cujo design 

experimental utilizando o cultivo celular in vitro se aproxima do nosso experimento, 

Meier et al. (2009) avaliaram os efeitos do LA na liberação de PGF2α e PGE2 

endometrial e do tecido trofoblástico durante 5 horas de cultivo foi capaz de alterar a 

síntese das PGs. Quando utilizamos a concentração de 10 μM de CLA foi possível 

observar uma redução na síntese de PGF2α e PGE2 a partir de 24 horas de cultivo. 

Diante dos nossos resultados, sugere-se que o tempo de cultivo utilizado no estudo 

do referido autor possa ter sido curto a ponto de limitar a detecção das moléculas 

investigadas. A PGE2 atua de forma parácrina no endométrio, regulando a expressão 

de genes e funções importantes para a receptividade uterina, crescimento e 

desenvolvimento do concepto durante a fase inicial da prenhez, além de exercer ação 

luteotrófica protegendo o CL da luteólise espontânea ou induzida em fêmeas 

ruminantes (MAGNESS et al., 1981). Em nosso estudo, embora a redução da 

concentração absoluta de PGE2 indique um fator negativo para a manutenção da 

prenhez, ao avaliar o contexto geral, observamos diminuição tanto da PGE2 quanto a 

PGF2α, e após calcular a razão entre PGE2/PGF2α notamos aumento significativo em 

relação ao controle (0 μM), pois acreditamos que uma maior razão seja um fator 

positivo no estabelecimento da prenhez. 

Já foi demonstrado que a razão PGE2/PGF2α é mais importante que as 

concentrações absolutas no contexto reprodutivo de bovinos (BAZER; OTT; 

SPENCER, 1998). Arosh et al., (2016) encontraram evidências que apontam que o 

incremento de PGE2 é tão importante quanto a supressão de PGF2α. No período do 

RMF a PGE2 apresenta ações voltadas para a receptividade endometrial, quiescência 

miometrial e manutenção do CL, mecanismos imprescindíveis para o estabelecimento 

da prenhez (REYNOLDS et al., 2010). Em um estudo de Mattos et al. (2003), quando 

células endometriais bovinas foram tratadas com LA a biossíntese de PGE2 e PGF2α 

foi diminuída, e a razão PGE2/PGF2α aumentou. Embora o referido estudo tenha sido 

realizado com células endometriais, os resultados obtidos com LA foram semelhantes 

aos resultados encontrados em nosso estudo quando utilizamos CLA. Mattos et al. 

(2003) relataram ainda que o LA apresenta uma ação inibidora na enzima COX-2, 
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fundamental para a síntese de PGH2. Considerando que a PGH2 é precursora de 

ambas as PGs, haveria a possibilidade da ação do CLA estar sendo realizada pela 

inibição da COX-2. Outra possibilidade é que o CLA possa atuar diminuindo o 

substrato especialmente o AA, nas células trofoblásticas, restringindo a principal 

matéria primas para a síntese de ambas as PGs. De maneira interessante, Cheng et 

al., (2003), também relataram que a suplementação com CLA, aumentou a razão 

PGE2/PGF2α nas células endometriais. Reforçando que ambas as PGs são 

produzidas a partir de PGH2, as concentrações específicas destas PGs dependem da 

disponibilidade de PGH2 e da atividade específica de PGF e PGE isomerase e 

sintase. O CLA pode atuar inibindo PGF sintase, priorizando a rota do AA para a PGE 

sintase, dessa forma favorecendo a síntese de PGE2 em relação à PGF2α. No nosso 

estudo, quando as CT-1 foram suplementadas com CLA, foi observado um aumento 

na razão PGE2/PGF2α após 24, 48 e 72 horas de tratamento. Parent et al. (2002) 

demonstraram que em vacas o aumento da razão PGE2/PGF2α durante o início da 

gestação suporta a função lútea para o desenvolvimento adequado do embrião e 

implantação. Dessa forma, os resultados encontrados no nosso estudo apontam que 

a suplementação com CLA é uma potencial estratégia na modulação da razão 

PGE2/PGF2α em CT-1 a favor do RMF. 

Conforme mencionado anteriormente, o estabelecimento da prenhez em 

bovinos requer uma produção de INF-t embrionário suficiente para inibir a liberação 

de PGF2α e aumentar a secreção de PGE2 pelas células endometriais (ROBINSON et 

al. 2006; NIRINGIYUMUKIZA; CAI; XIANG, 2018). Diferente do que foi observado nas 

concentrações menores, a concentração de 1000 μM de AO diminuiu a síntese de 

PGF2α após exposição de 72 horas de cultivo comparado ao grupo controle (0 μM), 

efeito desejado no favorecimento do RMF. Dois mecanismos poderiam estar 

promovendo aumento da concentração de PGE2 na referida dose. O primeiro 

mecanismo poderia ser a inibição da PGF2α pelo OA, evento que restringiria a síntese 

de PGF2α promovendo um acúmulo de AA nas células, levando a uma maior síntese 

de PGE2. O segundo mecanismo refere-se ao fato de que o OA pode estimular 

diretamente a síntese de PGE2. Conforme descrito por Niringiyumukiza, Cai e Xiang 

(2018), a PGE2 atua no desenvolvimento embrionário aumentando a proliferação das 

células embrionárias e trofoblásticas permitindo a sobrevivência da implantação após 

a transferência de embriões. 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/first-trimester-pregnancy
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/first-trimester-pregnancy
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/embryogenesis
https://rep.bioscientifica.com/view/journals/rep/152/6/715.xml?rskey=LabLNS&result=3#bib58
https://rep.bioscientifica.com/view/journals/rep/152/6/715.xml?rskey=LabLNS&result=3#bib58
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Caldari-Torres et al. (2006) relataram que a suplementação com o ácido 

eicosapentaenóico (EPA) utilizando 100 μM por 24 horas diminuiu a biossíntese de 

PGF2α endometrial. Colaborando com o que foi observado no estudo anterior, Cheng 

et al. (2015), observaram que células endometriais de ovelhas expostas a baixas 

concentrações de OA (20 e 100 μM) por 24 horas tiveram incremento na síntese de 

PGE2, redução de PGF2α e duplicação da razão PGE2/PGF2α. Diferente de Cheng et 

al. (2015), que usaram uma linhagem de origem materna, utilizamos uma linhagem de 

origem embrionária por períodos maiores de exposição ao OA. Observamos um efeito 

favorável apenas na maior concentração utilizada (1000 μM), a qual aumentou a 

síntese de PGE2 e reduziu a síntese de PGF2α, embora sem alterar a razão 

PGE2/PGF2α. Em conjunto, esses dados indicam que linhagens celulares de origem 

materna e embrionária respondem de forma diferente ao OA, ou seja, enquanto 

baixas concentrações mostram benefícios em células de origem materna, células de 

origem embrionárias mostram efeitos positivos quanto a síntese PGs em 

concentrações mais altas de OA. Além disso, o período de exposição com OA 

também pode ser outro fator importante no contexto da síntese das duas PGs 

investigadas. 

 

8 CONCLUSÃO 

Conclui-se que cada uma das suplementações utilizadas, OA ou CLA, 

confirmam parcialmente a hipótese proposta: enquanto o OA na concentração de 

1000 µM aumenta a síntese de PGE2 e diminui a síntese de PGF2α, o CLA melhora a 

razão PGE2/PGF2α em todas as concentrações testadas. 
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