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RESUMO

As prostaglandinas E2 e F2a séo sintetizadas pelo endométrio materno e células
trofoblasticas do embrido. A PGE2 exerce efeitos luteotroficos que favorecem o
reconhecimento materno-fetal (RMF) enquanto a PGF2a exerce agdes luteoliticas.
Acidos graxos (AG) especificos alteram a biossintese das prostaglandinas.
Modificagdes que resultem no aumento sintese de PGE2, diminuicdo na sintese de
PGF2a e/ou aumento da razdo PGE2/PGF2a, podem beneficiar o embrido no RMF. A
hipotese € que a suplementacdo com CLA, AL, AO ou EPA + DHA no meio de
cultivo de células trofoblasticas bovinas (CT-1) reduz a sintese de PGF2a, aumenta
sintese de PGE2 e aumenta a razdo PGE2/PGF2a. Objetivou-se avaliar os efeitos da
suplementacdo com AG especificos no meio de cultivo das células trofoblasticas
bovinas (CT-1) na sintese de PGE2, PGF2a e na razdo PGE2/PGF2a. As CT-1 foram
cultivadas por 24 dias em garrafas de cultivo, a 38,5°C em atmosfera umidificada com
5% de CO2. Apés, foram transferidas para placas de 6 pogcos contendo meio acrescido
com 10% de soro fetal bovino (SFB), onde foram cultivadas por 5 dias. As CT-1
receberam meio de cultivo isento de SFB por 24 horas. Em seguida, 0S poc¢os
receberam meio sem SFB contendo 100 uM de acido linoleico conjugado (CLA), 100
UM de &cido linoleico (AL), 100 puM de &cido oleico (AO) ou 50 uM de acido
eicosapentaenoico (EPA) + 50 uM de acido docosahexaenoico (DHA) durante 5
minutos, 24, 48 e 72 horas; em um total de 5 replicatas. As concentracdes de PGE2
e PGF2a foram determinadas por ELISA. A andlise estatistica foi realizada pelo PROC
MIXED do SAS, considerando o poco como unidade experimental. Nao houve
diferenca estatistica para a sintese de PGE2 e PGF2a no tempo de 5 minutos entre
os diferentes grupos. No grupo tratado com AL, comparado ao controle, observou-se
uma maior sintese de PGE2 apds 24, 48 e 72 horas. A sintese PGF2a foi maior no
grupo AL e AO quando comparado ao controle nos tempos 24, 48 e 72 horas. A
sintese de PGF2a foi menor no grupo EPA+DHA comparado ao grupo controle em
48 e 72 horas. A razdo PGE2/PGF2a foram maiores nos grupos CLA, AL, EPA+DHA
comparados ao grupo controle para 24, 48 e se manteve por 72 horas apenas no
grupo EPA+DHA comparado ao controle. Em concluséo, o AL aumenta sintese de
PGE2 e PGF2a com 24, 48 e 72 horas de cultivo, contudo a razédo PGE2/PGF2a foi
aumentada em 24 e 48 horas de tratamento. O EPA+DHA diminui a sintese de PGF2a
e aumentou a razao PGE2/PGF2a em 48 e 72 horas de tratamento.

Palavras-chave: acidos graxos, prostaglandina, células trofoblasticas, bovino.



ABSTRACT

Prostaglandins E2 e F2a are synthesized by the maternal endometrium and embryo
trophoblastic cells. PGE2 exerts luteotrophic effects favoring maternal pregnancy
recognition (MPR), while PGF2a exerts luteolytic actions. Specific fatty acids (FA) alter
the biosynthesis of prostaglandins. Modifications that result in increased PGE2
synthesis, decreased PGF2a synthesis, and/or increased PGE2/PGF2a ratio; may
benefit the embryo in the MPR. The hypothesis is that supplementation with CLA, AL,
AO or EPA + DHA in the culture medium of bovine trophoblastic cells (CT-1) reduces
PGF2a synthesis, increases PGE2 synthesis and increases the PGE2/PGF2a ratio.
This study aimed to evaluate the effects of supplementation with specific FAs in the
culture medium of bovine trophoblastic cells (TC-1) on the synthesis of PGE2, PGF2q,
and the PGE2/PGF2a ratio. TC-1 was cultivated in culture bottles at 38.5°C in a
humidified atmosphere with 5% CO2. Afterward, they were transferred to 6-well cell
culture dishes containing medium added with 10% fetal bovine serum (FBS) and were
cultured for 5 days. TC-1 received an FBS-free culture medium for 24 hours. Then,
the wells received FBS-free medium containing 100 uM conjugated linoleic acid (CLA),
100 pM linoleic acid (LA), 100 uM oleic acid (OA), or 50 uM eicosapentaenoic acid
(EPA) + 50 uM docosahexaenoic acid (DHA) for 5 minutes, 24, 48 and 72 hours; in a
total of 5 replicates. PGE2 and PGF2a concentrations were determined by ELISA.
Statistical analysis was performed by SAS PROC MIXED, considering the well as the
experimental unit. There was no difference in the synthesis of PGE2 and PGF2a within
5 minutes between the different groups. In the group treated with LA compared to the
Control, a greater synthesis of PGE2 was observed after 24, 48 and 72 hours. PGF2a
synthesis was higher in the AL and OA groups when compared to the Control at times
24, 48 and 72 hours. PGF2a synthesis was lower in the EPA+DHA group compared
to the Control group at 48 and 72 hours. The PGE2/PGF2a ratio was higher in the
CLA, LA, EPA+DHA groups compared to the Control group for 24, 48, and was
maintained for 72 hours only in the EPA+DHA group compared to the Control. In
conclusion, LA increases the synthesis of PGE2 and PGF2a at 24, 48, and 72 hours
of culture, however, the PGE2/PGF2a ratio was increased at 24 and 48 hours of
treatment. EPA+DHA decreased PGF2a synthesis and increased the PGE2/PGF2a
ratio at 48 and 72 hours of treatment.

Keywords: fatty acids, prostaglandin, trophoblastic cells, bovine.
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1. INTRODUCAO

O Brasil possui grande representatividade no cenario da pecuaria mundial. O
rebanho bovino brasileiro alcangou o recorde de 234,4 milhées de animais em 2022,
com alta de 4,3% em relacdo ao ano anterior, segundo a Pesquisa Producdo da
Pecuaria Municipal 2022 divulgada pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE). O tamanho do rebanho mundial de bovinos é de cerca de 1 bilhdo de animais,
segundo o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA), sendo a india
0 pais com maior rebanho em ndimero de cabecas, seguida do Brasil, China e Estados
Unidos. O maior rebanho bovino comercial do mundo é do Brasil, considerando o
numero de cabecas abatidas, segundo a Organizacdo das Nacdes Unidas para a
Alimentacé&o e a Agricultura (FAO, sigla do inglés Food and Agriculture Organization),
2022. O Brasil ocupa também a vice-lideranca em producéo de carne, atras apenas
dos Estados Unidos (USDA, 2023). Assim sendo, a pecuaria brasileira tem grande
destaque internacional, por sua produtividade e tamanho.

Segundo dados do IBGE, foram produzidas 8,91 milhdes de toneladas de
carne bovina em 2023, alcancando um recorde, 11,2% a mais que em 2022 e 8,6%
acima do recorde anterior de 2019. De acordo com pesquisadores do Centro de
Estudos Avancados em Economia Aplicada (Cepea), a quantidade de carne
aumentou em 900 mil toneladas frente a 2022, ao passo que a exportacao foi de 2,29
milhdes de toneladas, aumentando apenas 22,8 mil toneladas. A previsao para a
exportacao em 2024 é de 2,955 milhdes de toneladas de carne bovina, superando as
2,898 milhdes de toneladas do ano passado. O consumo interno deve ficar em 8,465
milhdes de toneladas neste ano, a frente das 8,107 milh8es de toneladas em 2023,
segundo o USDA.

A demanda mundial por alimentos cresce de forma proporcional ao aumento
da populacdo (FEDOROFF, 2010). A alta producdo nacional visa atender esta
demanda. Para alcancar esse objetivo € necessario ter uma excelente produtividade,
gue na bovinocultura de corte depende da eficiéncia reprodutiva das fémeas, as quais
devem produzir um bezerro por matriz a cada ano, o que significa um intervalo entre
partos de doze meses.

Para uma melhor eficiéncia reprodutiva dos bovinos, a definicdo da estacao de

monta na época certa, a deteccdo de cio, 0 controle sanitario do rebanho, a
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guantidade de bezerros nascidos vivos e desmamados, e a determinacao da idade
de desmama sao fatores importantes. Para alcancar o sucesso reprodutivo, o
melhoramento genético também € um aliado, para isso devem ser escolhidos os
melhores reprodutores, que passem as caracteristicas positivas de producdo aos
seus descendentes. A busca por melhores indices reprodutivos € continua e grandes
oportunidades podem ser encontradas na rotina do sistema de producao (SUMMERS
et al., 2004).

Para alcancar o sucesso reprodutivo, o emprego de biotecnologias é
crescente. Um exemplo € a inseminacao artificial (IA), com observacéo de cio, ou a
inseminacao artificial em tempo fixo (IATF), que permite eliminar a necessidade de
deteccdo de estro além de concentrar mais as concepcdes, que trazem inameras
vantagens: controle de doencas, cruzamento entre racas, melhoramento genético do
rebanho em menor tempo, controle zootécnico do rebanho, entre outras (ASBIA,
2019).

Além da IA e IATF, h& a Transferéncia de Embriées em Tempo Fixo (TETF),
com producéo in vivo de embrides bovinos, que consiste na estimulagdo hormonal
dos ovarios para superovulacdo ou inducdo de ovulacdes mdultiplas de uma vaca,
doadora, para induzir o desenvolvimento e a maturacdo de varios foliculos
simultaneamente. Os embrides sdo coletados através de uma lavagem uterina e
transferidos para outras vacas, receptoras, que deverao levar a gestacédo adiante. O
namero de transferéncias de embrides realizadas na América do Sul entre 2019 e
2020 cresceu 20,7%, sendo essa regido responsavel pela transferéncia de 55,2% dos
embrides in vitro do mundo (VIANA, 2021).

Outra biotecnologia utilizada é a Producao in Vitro de Embriées (PIVE), que
produz embrides fora do organismo materno, em condicdes laboratoriais. O Brasil
consagrou-se como 0 2° maior produtor de embrides bovinos do mundo em 2019,
sendo que 93,8% dos embrides foram gerados pela PIVE (SBTE, 2021). A producao
total de embrides in vitro transferiveis no Brasil em 2022 foi de 434,198, ficando
apenas atras dos Estados Unidos com 745,684 embrides (IETS, 2022). Também pode
ser feito o cultivo de células reprodutivas in vitro, como as células trofoblasticas.

O almejado sucesso na reproducédo bovina encontra um empecilho, a falha no
reconhecimento materno-fetal (RMF), que causa mortalidade embrionaria precoce,
gue ocorre no periodo critico situado entre os dias 15 e 17 apés a fecundacao
(BINELLI et al., 2001).



17

Para que ocorra a prenhez, a liberacao pulsatil de PGF2a deve ser inibida pelo
concepto (embrido e membranas anexas), uma vez que esta causa a lutedlise,
promove faléncia do corpo Iuteo e reduz as concentracdes circulantes de
progesterona, hormonio essencial para a manutencdo da prenhez. O primeiro sinal
do reconhecimento materno da prenhez € o bloqueio da produc¢éo pelo endométrio
de PGF2a. Tal reconhecimento envolve uma comunicagdo bioquimica entre o
concepto e a mae (SHOLL et al., 1983). Ja a sintese de prostaglandina E2 (PGE2) no
endométrio impede as agdes luteoliticas da PGF2a no CL, além de exercer efeitos
luteotréficos favorecendo a angiogénese e o aumento na sintese de P4 pelo CL,
condicdo fisiolégica determinante para o estabelecimento da prenhez.

O interferon-tau (IFN-t) produzido pelas células trofoblasticas do concepto,
constitui a principal molécula envolvida no RMF. As ag¢fes paracrinas do IFN-t
determinam alteracdes na biossintese de prostaglandinas nas células endometriais,
desfavorecendo a sintese de PGF2a e favorecendo a sintese de PGE2. O IFN-t e a
PGE2, por mecanismos luteotroficos, garantem a permanéncia do CL e manutencdo
de altas concentracbes circulantes de P4, condicdo fundamental para o
estabelecimento da prenhez (TANIKAWA et al.,, 2005). Estratégias que possam
favorecer o RMF tornam-se de fundamental interesse econdmico. Tais estratégias
objetivam reduzir a capacidade de sintese de PGF2a pelo endométrio materno e/ou
maximizar o estimulo anti-luteolitico induzido pelo concepto, incluindo o aumento da
sintese de PGE2 endometrial.

Existem evidéncias que os acidos graxos, como o acido linoleico (AL; 6mega
6), acido linoleico conjugado (CLA; édmega 6), acido oleico (AO; 6mega 9), acido
eicosapentandico (EPA; 6mega 3) e acido docosahexandico (DHA; 6mega 3) podem
alterar a biossintese de PGE2 e PGF2a no endométrio. Embora existam diversos
estudos onde foi investigado o uso de acidos graxos em modelos in vivo e in vitro, na
maior parte deles o mecanismo de acdo dos acidos graxos foi muito pouco
esclarecido. Aléem disso, nenhum destes estudos investigaram a agcdo dos acidos
graxos em células trofoblasticas bovinas em comparacdo com embrides produzidos

in vitro, tornando a proposta do presente estudo inédita.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Mortalidade embrionaria precoce e reconhecimento materno-fetal

Em rebanhos bovinos a mortalidade embrionaria precoce, ocasionada por
falhas no reconhecimento materno-fetal (RMF) entre os dias 14 e 19 apés a
fecundacéo, constitui uma das maiores causas de falhas reprodutivas, conforme
revisado por Santos et al. (2004) e Sartori (2004). Neste periodo, o CL € mantido no
RMP bem sucedido ou o CL € destruido quando o RMP nao é realizado com éxito. O
interferon-tau (IFN-t), sintetizado e secretado pelas células trofoblasticas do concepto,
foi caracterizado como o principal fator envolvido no RMF na espécie bovina
(ROBINSON et al., 2006; EALY; YANG, 2009). Segundo Arosh et al. (2016) e Pate
(2020), o IFN-t foi identificado em 1987, sendo constituido por 172 aminoacidos e
classificado como membro da familia de interferon do tipo I. O IFN-t é secretado pelas
células trofoblasticas do concepto no periodo compreendido do 10° ao 22° a 25° dias
apos o estro.

Fazendo uma retrospectiva do desenvolvimento embrionério, o embrido bovino
inicia o seu desenvolvimento na ampola do oviduto. Por volta do 5° dia apés o estro,
o embrido vai para a cavidade uterina, onde atinge sequencialmente o estagio de
moérula (de 4 a 7 dias de desenvolvimento) e blastocisto (de 7 a 12 dias de
desenvolvimento). O blastocisto por volta do 9° a 11° dia, medindo aproximadamente
340 ym de diametro, apresenta uma eclosdo da zona pelucida; a partir de entdo
assume uma forma ovoide e aumenta o0 seu comprimento no 14° dia de
desenvolvimento. A partir deste momento, o concepto (embrido + membranas
anexas) sofre um intenso e progressivo elongamento (aumento no comprimento)
alcancando no 19° dia de desenvolvimento aproximadamente 190 mm. A capacidade
de elongamento do concepto é altamente dependente da quantidade e composicao
das moléculas que constituem o ambiente uterino (histotrofo). A producédo de
histotrofo depende diretamente das concentragdes circulantes de P4. Quanto maior o
elongamento e o comprimento do concepto, maior serd a producdo de IFN-t pelo
mesmo, condi¢do determinante para o éxito no RMP.

Segundo Arosh et al. (2016), em fémeas bovinas as células endometriais

secretam PGF2a e PGE2 ao longo do ciclo estral, entretanto o padréo de secrecéo é
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diferenciado de acordo com as diferentes fases do ciclo estral. As acfes paracrinas
do IFN-t determinam alteracbes na biossintese de prostaglandinas nas células
endometriais, desfavorecendo a sintese de PGF2a e favorecendo a sintese de PGE2.
Estratégias que possam favorecer o RMF tornam-se de fundamental interesse
econdmico. Tais estratégias objetivam reduzir a capacidade de sintese de PGF2a
pelo endométrio materno e/ou maximizar o estimulo anti-luteolitico induzido pelo
concepto, incluindo o aumento da sintese de PGE2 endometrial.

O concepto deve ser suficientemente competente para produzir moléculas que
possam estabelecer uma sinalizacdo denominada "didlogo materno-fetal" com as
células endometriais, assim bloqueando a sintese de PGF2a endometrial. Falhas no
processo de RMP, por incompeténcia do concepto em realizar tal sinalizacao,
determinam a "mortalidade embrionaria precoce", que acomete 20 a 40% das fémeas
bovinas de corte acasaladas. Por volta do dia 19, o embrido comega se fixar no
endométrio e completa sua implantacdo no dia 42. A presenca do embrido por volta
do dia 16 do ciclo inibe a sintese e liberacdo de PGF2a do endométrio (revisado por
Geisert et al., 1994; Mann et al., 1999; Thatcher et al., 2001; Okuda et al., 2002),
prevenindo assim a lutedlise e o consequente declinio na produgdo de P4. Em
resumo, no éxito do RMF, a prevencéao da lutedlise é reconhecidamente determinada
pelas ac¢des conjugadas e complementares do IFN-t e PGE2 (AROSH et al. 2016;
PATE, 2020).

As células trofoblasticas 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). De maneira geral, as células
trofoblasticas produzem diversos horménios e fatores de crescimento, que estdo
associados com o crescimento fetal e manutencéo da gestacdo (SCHLAFER et al.
2000, RICI et al. 2009). Em fémeas bovinas, entre 14 e 16 dias de desenvolvimento,
modificacdes morfologicas nas células trofoblasticas aliadas ao aumento de
proliferacdo das mesmas, transformam o concepto esférico em uma estrutura
elongada e filamentosa que ocupa a maioria da extensédo do corno uterino ipsolateral
a ovulacdo (BAZER, 1989; GUILLOMOT, 1995; ROBINSON et al., 2006). Quanto
mais elongado, maior expansao das células trofoblasticas e maior sintese de IFN-t. A
producédo de IFN-t aumenta acentuadamente de 14 a 18 dias de prenhez coincidindo
com a rapida elongacdo do concepto (EALY et al., 2001; ROBINSON et al., 2006).
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Essa expressao diminui abruptamente depois de 21 dias de prenhez (XAVIER et al.,
1997; ROBINSON et al., 2006).

Durante o0 elongamento o concepto € nutrido apenas pela secrecéo
endometrial, denominada histotrofo. O histotrofo se caracteriza como a Unica fonte
nutritiva para a proliferacdo das células trofoblasticas e elongacdo do concepto
durante o periodo critico (THATCHER et al.,, 2001; INSKEEP; DAILEY, 2005). A
migracdo das células trofoblasticas é fundamental para a reorganizacdo e
morfogénese das mesmas, que exercem um papel chave no desenvolvimento do
concepto durante o periodo que antecede a adesao (GUILOMOT 1995; FERRETTI et
al., 2007; BAZER et al., 2009). A adeséo das células trofoblasticas ao utero néo é
evidenciada até 19 a 21 dias de prenhez. Assume-se que quanto mais enriquecido o
histotrofo, maiores sé&o as possibilidades de elongamento e producdo de IFN-t pelo

concepto.

2.2 Prostaglandinas F2a e E2

Durante o periodo de reconhecimento materno-fetal, a sintese de
prostaglandina F2a (PGF2a) endometrial promove a faléncia funcional e estrutural do
corpo lateo (CL) caracterizando uma reducdo nas concentracdes circulantes de
progesterona (P4), condicao fisiologicamente incompativel com a prenhez. A PGE2
exerce efeitos anti-lutedliticos e luteotroficos, ambos fundamentais para o éxito da
prenhez (McCRACKEN et al., 1999). A prostaglandina E2 (PGEZ2) esta envolvida em
guase todo o processo reprodutivo como ovulacédo, fertilizacdo, desenvolvimento
embrionario e implantagdo precoce (NIRINGIYUMUKIZA et al., 2018). A PGF2a
possui uma funcado particularmente importante na ovulacdo, desenvolvimento liteo,
parto e contracdo da musculatura lisa uterina (SAITO et al., 2003).

O modelo do mecanismo de sintese da PGF2a foi descrito por Burns et al.
(1997). Nesse modelo classico, os receptores de ocitocina (OXTR) fazem parte da
familia de receptores acoplados a proteina G. Sua ativacéo estimula a fosfolipase C
(PLC), que atua na membrana celular hidrolisando o fosfatidil-inositol bisfosfato (P1P2)
em inositol 1,4,5 trifosfato (IP3) e 1,2 diacilglicerol (DAG). O IP3 causa a liberagao de

calcio armazenado no reticulo endoplasmatico, aumentando as concentragcfes de
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calcio no citosol. Algumas enzimas componentes da cascata de sintese de PGF2aq,
tais como proteinas quinases (PKCs) e fosfolipases A (PLAs) sdo dependentes do
célcio para sua ativacédo. Assim, o DAG na presenca de calcio ativa sequencialmente
as proteinas quinases (PRKCa, PRKCB, PRKCy) e a fosfolipase A2 (PLA2). A PLA2
cliva o acido araquidénico (AA) da membrana plasmatica e o AA livre no citosol é
convertido, pela acdo da cicloxigenase 2; COX-2 (PTGS2), a prostaglandina reduzida
(PGH2). A PGH2, através da acdo de enzimas PGF sintases (AKR1B1, AKR1C1,
AKR1C2 e AKR1C3) é convertida a PGF2a. A PGH2 também pode ser convertida
pelas enzimas PGE sintases (PTGES1, PTGES2 ou PTGES3) em PGE2. Uma vez
gue PGF2a e PGE2 séo produzidas a partir de PGH2, as concentracfes especificas
destas prostaglandinas dependem da disponibilidade de PGH2 e da atividade
especifica de PGF e PGE sintases. A PGE2, pela acdo da enzima CBR1, também
pode ser transformada em PGF2a.

As acbes do IFN-t no RMP foram relacionadas por Arosh et al. (2016) e Pate
(2020) em um ambito bastante complexo. A acéo paracrina do IFN-t inicia-se no
momento da sinalizacao, quando o IFN-t secretado no lumen uterino se liga aos seus
receptores (IFNR) na membrana das células endometriais. Tais receptores sdo
constituidos por duas subunidades (IFNR1 e IFNR2). A ligacdo do IFN-t ao IFNR inicia
a cascata de sinalizacdo JAK/STAT, que resulta na formacao do fator de transcricéo
ISGF3, que é transportado ao nucleo da célula onde inibe a transcricdo génica dos
receptores de estradiol e consequentemente OXTRs. A auséncia de OXTRs impede
gue a OT se ligue aos seus receptores, desta forma inibindo a sintese e a ocorréncia
dos pulsos de PGF2a endometrial, impedindo a lutedlise. A inibicado da sintese de
PGF2a e da lutedlise pelo IFN-t é o mecanismo chave para o éxito do RMP. O IFN-
t, nas células do estroma e do epitélio endometrial ainda aumenta a sintese de PGE2,
onde atua desfavorecendo a via que forma PGF2a e favorecendo a via de sintese da
PGE2. O IFN-t também age aumentando os receptores de PGE2 nas células
endometriais. Segundo Arosh et al. (2016) e Pate (2020), na acao enddcrina, o IFN-t
produzido pelo concepto no limen uterino € transportado para a veia uterina, onde
pode seguir dois caminhos: A) o IFN-t vai para a circulacdo sistémica onde estimula
nas células imunes a expressdo dos genes especificos (genes especificos
estimulados pelo IFN-t; ISGs); B) o IFN-t, pela via de transporte por contracorrente,
passa da veia uterina para a artéria ovariana chegando ao ovario onde ir4 promover

um conjunto agdes no CL. No CL o IFN-t exerce vérias fun¢des: A) aumenta a
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proliferacdo celular; B) estimula a expressao de genes que promovem o0 aumento da
secrecédo de P4 no CL; C) promove a sobrevivéncia das células endoteliais mantendo
a perfusédo sanguinea do CL e D) aumenta o RNAm para as proteinas que medeiam
a angiogénese. Assim, o IFN-t desfavorece no CL a lutedlise funcional. O IFN-t ainda
promove no CL varias outras acdes: A) diminui a sintese de citocinas no CL; B)
previne a resposta das células do sistema imune que participam da lutedlise estrutural
e C) diminui o RNAm das proteinas que medeiam a apoptose protegendo o CL da
morte celular e D) aumenta a proliferacao celular no CL e diminui a abundéancia de
RNAmM nas células endoteliais de forma a prevenir a lutedlise. Assim, o IFN-t
desfavorece no CL a lutedlise estrutural. O IFN-t aumenta a proliferacéao celular no CL
e diminui a abundancia de RNAmM nas células endoteliais de forma a prevenir a
lutedlise. Sabe-se que existe um influxo de neutréfilos no CL durante o RMP, onde o
IFN-t altera a funcionalidade das células imunes, desfavorecendo a lutedlise funcional
e estrutural. Além do IFN-t, o embrido bovino a partir do dia 13 de desenvolvimento
também secreta prostaglandinas, como a PGE2 e a prostaglandina 12 (PGI2) que
atuam de forma paracrina no endométrio, regulando a expressao de genes e funcdes
importantes para a receptividade uterina, crescimento e desenvolvimento do concepto
durante a fase inicial da prenhez. Sabe-se também que as PGE2 e PGI2
desempenham acdes luteotroficas importantes no CL, favorecendo a secrecao de P4.
O IFN-t favorece a sintese de PGE2 endometrial (quando nao prioriza a sintese de
PGF2a e prioriza PGE2), que esta ird exercer um conjunto de acdes luteotréficas que
irdo favorecer a manutencéo e a atividade do CL. Os mecanismos de acao da PGE2
decorrem de: A) diminui a sensibilidade do CL a acdo da PGF2a; B) estimula o
aumento da producdo de P4 nas células luteais e C) aumenta no tecido luteal as
concentracbes de AMPc e a ativacdo da PKA, que estimularia a sintese de P4.
Portanto temos trés mecanismos conjugados que favorecem o RMP, a inibicdo na
sintese de PGF2a, maior resisténcia do CL as acdes luteoliticas da PGF2a e um
amplo conjunto de a¢des luteotréficas desencadeadas pelo IFN-t e PGE2.

Existem trés mecanismos conjugados que favorecem o RMF, a inibicdo na
sintese de PGF2a, maior resisténcia do CL as acdes luteoliticas da PGF2a e um
amplo conjunto de acdes luteotroficas desencadeadas pelo IFN-t e PGE2. Diante
desse contexto, ampliar o entendimento dos mecanismos de biossintese e secrecéo
de PGF2a e PGE2 pelas células trofoblasticas e embrides bovinos tornam-se de
grande interesse.
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2.3 Efeitos dos acidos graxos na sintese de prostaglandinas em células

reprodutivas

E reconhecido que o uso de diferentes acidos graxos pode alterar a propor¢&o
de PGF2a e PGE2 produzidas nas células trofoblasticas em embrides e conceptos
(HWANG et al., 1998). Desse modo, objetiva-se com a suplementacéo com os lipidios
a reducao da sintese de PGF2a e o aumento da sintese de PGE2, e o aumento na
relacdo PGE2/PGF2a para favorecer o RMP e a reducao na mortalidade embrionaria
precoce. A maioria dos grupos de pesquisa tem focado nos beneficios dos AO e &cido
linolénico (ALA), com base em dados que sugerem que esses acidos graxos
essenciais modulam diretamente a funcdo reprodutiva em bovinos (WILLIAMS;
STANKO, 2000; HESS et al., 2005; HESS et al., 2008).

Os &cidos graxos poliinsaturados (AGPIs) representantes da familia dmega 6,

especialmente o acido linoleico AL e o CLA reconhecidamente determinam
modificacdes na biossintese das prostaglandinas. De acordo com Moussavi et al.
(2013), em meio de cultura de células epiteliais endometriais bovinas expostas a
quantidades > 50 mM de CLAs por 24 horas, as concentra¢des de PGE2 e PGF2a
diminuiram significativamente. Ainda nesse estudo, o CLA t10, cl12 promoveu
diminuicdo na producéo de prostaglandinas de forma mais acentuada do que o CLA
c9, t11. Porém, segundo Cheng et al. (2003), em células endometriais de ovelhas, o
CLA em doses mais altas suprimiu a geracdo de PGF2q, enquanto baixas doses de
CLA (20mM) aumentaram a geragdo de PGE2. Diferentes CLAs parecem ter
diferentes efeitos na producdo de PGF2a e PGE2, essas diferencas séo atribuidas as
diferentes vias celulares afetadas por esses isdbmeros do LA (MOUSSAVI etal., 2013).
O AO, caracterizado com um &cido graxo monoinsaturado da familia 6mega 9,
também foi relacionado com beneficios no contexto reprodutivo. Os acidos graxos
insaturados podem ser divididos em monoinsaturados (MUFA), com uma dupla
ligacédo, ou poliinsaturados (AGPI), com mais de uma dupla ligagéo. A dupla ligacao,
guando ocorre em um acido graxo natural, € sempre do tipo cis (BELL et al., 1997).
O dmega 9, também chamado de acido oleico (AO, 18: 1 cis 9), € um acido carboxilico
de cadeia longa constituido por 18 carbonos e um grupo funcional COOH. Por possuir
uma dupla ligacdo entre os carbonos 9 e 10 do grupo metil final, é classificado como
monoinsaturado e sua férmula quimica é CH3(CH2)7CH=CH(CH2)7COOH (ROSE;
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CONNOLY, 1999). O AO pode ser sintetizado por todos os mamiferos, incluindo
humanos, a partir dos AGPI 6megas 3 e 6 provenientes da dieta (PARK et al., 2014).
Um Unico cis, a ligacdo dupla na posicao 9, confere ao AO uma alta capacidade de
solubilizar lipidios (PEREIRA et al., 2014). O AO é um dos principais determinantes
da fluidez da membrana plasmatica (FUNARI et al., 2003), e esta associado a funcdes
importantes, incluindo interacéo célula-célula, transporte de membrana, eventos de
sinalizacdo, regulacdo da temperatura do corpo, producdo de hormdnios sexuais
como o estradiol e a progesterona, além de contribuir para o aumento da absorcao
de vitaminas A, D, E e K e atuar em fun¢ées metabdlicas e estruturais (WARZYCH et
al., 2017). Além disso, OA pode ser diretamente ligado a proteinas, o que € conhecido
como uma etapa importante no crescimento e diferenciacao de varios tipos de células
(RIOS-ESTEVES, 2013).

Os AGPI, como os da familia dmega 3, tém efeitos inibitérios conhecidos na
PGF2a endometrial ou uterina (Wathes et al., 2007). Meier et al. (2009) avaliaram os
efeitos do &cido eicosapentandico (EPA; 20:53 dmega 3), acido docosahexandico
(DHA; 22:63 dmega 3) e &cido linoleico (AL; C18:26 bmega 6) em uma concentracao
final de 10 puM idéntica para todos os acidos na liberagdo de PGF2a e PGE2
endometrial e do tecido trofoblastico durante uma breve cultura. Apos a cultura por 5
horas a 37°C, ndo houve alteracdo na sintese de PGF2a e PGE2, no endométrio de
fémeas prenhes e ndo prenhes no D16 e D17 e também em células trofoblasticas.
Tais tratamentos nao tiveram efeito na liberacdo de PGE2 nos tecidos trofoblasticos,
embora houvesse uma tendéncia dos acidos graxos 6mega 3 (EPA e DHA) reduzirem
a liberacdo de PGE2. Os autores alegam que utilizaram um periodo curto de
tratamento e uma dose relativamente baixa dos diferentes acidos graxos.

Recentemente o nosso grupo realizou um estudo (MALDONADO et al., 2023)
especificamente com a suplementacdo com acido linoleico conjugado [CLA; cis-9,
trans-11 (c9, t11) e trans-10, cis-12 (110, c12] em meio de cultivo de células
trofoblasticas bovinas (CT-1). Verificou-se que células trofoblasticas tratadas com
CLA (10, 20, 50 e 100 uM) tiveram uma reducéo na sintese de PGF2a com 24, 48 e
72 horas de cultivo comparado ao controle (0 uM). Também, observou-se que a razao
PGE2/PGF2a foi maior em todos os grupos tratados com CLA com 48 e 72 horas de
cultivo comparado ao controle; tendo havido modificagbes na abundéncia de
transcritos envolvidos na biossintese de PGF2a e PGE2. Em complemento, em outro

estudo recente realizado pelo grupo (LOURENCO, 2022), células trofoblasticas
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bovinas (CT-1) foram cultivadas com AO nas concentra¢des de 0, 50, 100, 200, 500
e 1000 pyM durante 72 horas. Em tal estudo, foi observada uma reducgéo na sintese
de PGF2a, aumento na sintese de PGE2, embora tenha sido ocasionada uma

diminuicao na razdo PGE2/PGF2a.
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3. HIPOTESE

A hipdtese € que a suplementacdo com CLA, AL, AO ou EPA + DHA no meio
de cultivo de células trofoblasticas bovinas (CT-1) reduz a sintese de PGF2aq,

aumenta sintese de PGE2 e aumenta a razdo PGE2/PGF2a.

4. OBJETIVOS

Objetiva-se avaliar os efeitos da suplementagdo com acido linoleico conjugado
[CLA; cis-9, trans-11 (c9, t11) e trans-10, cis-12 (110, c12)], acido linoleico (AL;
C18:26; mega 6), acido oleico (AO; C18:1;6mega 9) e uma mistura contendo acido
eicosapentaendico (EPA; 20:53; 6mega 3) + docosahexaendico (DHA; 22:63; 6mega
3) na sintese de prostaglandinas PGF2a e PGE2 e na razdo PGE2/ PGF2a em cultivo
in vitro de células trofoblasticas bovinas (células CT-1) com 24, 48 e 72 horas de

tratamento.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Local do experimento

Os procedimentos de multiplicacédo, propagagéao e cultivo in vitro de CT-1, os
tratamentos e coleta de amostras desta pesquisa foram realizados no Laboratorio de
Investigacao da Fisiologia do Endométrio e do Embrido (LIFE), sediado na Faculdade
de Ciéncias Agrérias 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 Sao

Paulo (USP), campus de Pirassununga.

5.2 Preparacao da Matriz de Membrana Basal Matrigel para o Inicio do Cultivo

Celular

A matriz Matrigel® (Ref. 356237, BD Bioscience, Bedford, MA, USA) foi diluida
1:3 e 1:10, com meio ndo suplementado com Soro Fetal Bovino (SFB), contendo 50
ml de DMEM (1X) + GlutaMAX TM —I (Gibco, Ref. 10569-010, Grand Island, NY,
USA), 500 pL de solucdo antibidtica e antimicética (100X) (Gibco, Ref. 15240062,
Grand Island, NY, USA) e aminoacidos ndo essenciais MEM (100X) (Gibco, Ref.
11140050, Grand Island, NY, USA). Para a diluicdo 1:3, em 10ml de Matrigel (BD
Bioscience, Bedford, MA, USA) adicionou-se 20 mL de DMEM (Life Technologies,
Grand Island, NY, USA). Para a diluicdo 1:10, em 10ml de Matrigel® (Ref. 356237,
BD Bioscience, Bedford, MA, USA) adicionou-se 90 mL de DMEM (Life Technologies,
Grand Island, NY, USA). A diluicdo 1:3 foi utilizada apenas na primeira propagacao
das células imediatamente ap0s o descongelamento. Nas passagens celulares

subsequentes a diluicdo de Matrigel utilizada foi de 1:10.
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5.3 Propagacéo das células trofoblasticas

As CT-1 que estavam contidas no interior do criotubo, congeladas em
nitrogénio liquido, foram descongeladas em agua morna a 38 °C por alguns minutos
e posteriormente cultivadas em garrafas de cultivo de 75 cm? (Corning, Ref.
430641U), anteriormente preparadas com uma quantia de 15 mL da matriz de
membrana basal Matrigel® em diluicdo 1:3 (Ref. 356237, BD Bioscience, Bedford,
MA, USA) e levadas para a incubadora a uma temperatura de 38,5 °C, por 2 horas,
conforme ilustrado na Figura 1. Logo ap6s o descongelamento, as células CT-1
contidas no criotubo foram ressuspendidas em 15 mL de meio de -cultivo

suplementado com 10% de SFB, conforme ilustrado na Figura 2.

Figura 1. Matrigel sendo depositada no fundo da garrafa de cultivo para a adesao
das CT-1.

Fonte: Lucas de Oliveira Bezerra.
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Figura 2. CT-1 descongeladas sendo ressuspendidas em tubo cénico contendo 15

mL de meio DMEM suplementado com SFB.

Fonte: Lucas de Oliveira Bezerra.

O meio de cultivo de manutencédo das CT-1 foi preparado contendo 450 mL
DMEM (1X), GlutaMAX TM —I (Gibco, Ref. 10569-010, Grand Island, NY, USA), 50
mL de SFB, 50 mL de solucao antibiética e antimicética (100X) (Gibco, Ref. 15240062,
Grand Island, NY, USA), 5 mL de aminoacidos ndo essenciais MEM (100X) (Gibco,
Ref. 11140050, Grand Island, NY, USA) e 500 pyL de 2-mecarptoetanol (1000X)
(Gibco, Ref. 21985023, Grand Island, NY, USA).

Depois do meio contendo as CT-1 ter sido propagado dentro da garrafa, as
mesmas foram cultivadas na incubadora (Panasonic, COM-19AIC(UV) a 38,5 °C em
atmosfera umidificada contendo 5% de CO2. Aguardou-se trés dias para que o0 meio
de cultivo fosse removido. Apds esse periodo, procedeu-se a troca de meio a cada
48 horas até as CT-1 atingirem 80-90% de confluéncia. A cada troca de meio utilizou-
se 15 ml de meio suplementado.

ApOs atingirem 100% de confluéncia, o que ocorreu em aproximadamente 12
dias, as células foram transferidas para duas novas garrafas de cultivo, previamente
preparadas com Matrigel® (1:10) contendo 15 mL de meio de manutencdo
suplementado. Para o processo de ressuspensdo as CT-1 foram removidas das

garrafas de cultivo com auxilio de um “cell scraper”, onde raspou-se toda a superficie
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da garrafa de forma a promover o descolamento das células das garrafas.
Posteriormente, as CT-1 foram transferidas para um tubo falcon com capacidade de
50 mL e dissociadas com o auxilio de uma seringa de 20 mL acoplada a uma agulha
de calibre 18 G. O volume final obtido foi dividido igualmente entre duas novas
garrafas previamente preparadas com Matrigel 1:10 e contendo 15 mL de meio de
manutencao suplementado. Novamente, as CT-1 foram incubadas por mais 12 dias
a 38,5 °C, onde realizou-se a troca do meio das novas garrafas de cultivo a cada 48

horas, conforme ilustrado na Figura 3, até atingirem 80-90% de confluéncia.

Figura 3. CT-1 durante a segunda replicacao, onde as células ficaram 12 dias na
incubadora com atmosfera controlada e atingiram 80-90% de confluéncia de
confluéncia, momento em que estao prontas para serem transferidas para as placas

de 6 pocos.

Fonte: Lucas de Oliveira Bezerra.

5.4 Cultivo das células trofoblasticas

ApoOs atingirem 80-90% de confluéncia em meédia 12 dias, as CT-1 foram
novamente ressuspendidas e transferidas para placas de 6 pogos (Corning, Ref.
3516, NY, USA) para realizagao dos tratamentos com CLA, AL, AO e EPA + DHA e

grupo Controle.
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Apoés serem transferidas para as placas de 6 pocos as CT-1 foram incubadas
a 38,5 °C em atmosfera umidificada contendo 5% de CO2 durante 5 dias, até
atingirem 50% de confluéncia. No 4° dia de cultivo o meio de manutencédo de cada
poco foi retirado e substituido por 4 mL de meio ndo suplementado com SFB, mais 0s
componentes de solugdo antibidtica e antimicética e aminoacidos ndo essenciais,
como relatado acima.

No 5° dia, 0 meio de cada poco foi novamente substituido por 4 mL de meio
nao suplementado com SFB contendo os respectivos tratamentos CLA, AL, AO e EPA
+ DHA e o grupo controle.

5.5 Suplementacdo do meio com os diferentes acidos graxos

Os acidos graxos utilizados foram CLA (Sigma-Aldrich, EUA, Cat N°. O5507),
AL (Sigma-Aldrich, USA, Cat N°.L1376), AO (Sigma-Aldrich, USA, Cat N°. 01383),
EPA (Sigma-Aldrich, USA, Cat N°. PHR1790) e DHA (SigmaAldrich, USA, Cat N°.
D2532). Uma solucédo estoque de cada acido graxo foi preparada na concentracédo de
1.000.000 pM/mL para o CLA, AL e EPA, 200.000 uM/mL para o DHA e 177.000
UM/mL para o AO. Todas as solucdes foram preparadas em etanol 100%, conforme
descrito por Cheng et al. (2003) e armazenado a -20 °C até o uso. Para o preparo da
suplementacdao, o estoque de cada acido graxo foi diluido em DMEM na auséncia de
SFB contendo os demais suplementos e foi utilizado 0,1125% de BSA como
carreador.

O CLA, AL e AO foram utilizados na concentracao final de 100 puM, dose
estabelecida em estudos dose-resposta pilotos prévios realizados pelo grupo. O EPA
e DHA foram associados utilizando-se a concentracéo final de 50 uM para cada um
deles, também resultando em 100 uM. Em todos os grupos de tratamento e inclusive
no controle, a concentracdo de etanol no meio de cultivo foi exatamente a mesma.
Cada poco da placa continha as células confluentes, onde foram incubadas por 5 min,
24, 48 e 72 horas com 4 mL de DMEM isento de SFB e acrescido de albumina sérica
bovina (BSA) e os tratamentos na concentracao final de 100 yM. Para todos os

tratamentos foram realizadas cinco repeti¢cdes.
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5.6 Coleta do meio de cultivo e das CT-1

Apos a adicdo dos tratamentos contendo os diferentes acidos graxos nos
pocos das placas de cultivo que continham as CT-1, o meio de cultivo foi coletado
para mensuracao das concentracbes de PGE2 e PGF2a por ELISA, conforme
ilustrado na figura 4. Coletou-se 4 mL/po¢co do meio de cultivo, dividido em 4
microtubos (1mL/microtubo) livres de DNAse e RNAse em cada tempo de tratamento.
Em seguida, o meio de cultivo coletado foi centrifugado a 12.000g por 2 minutos em
temperatura ambiente. Apos a centrifugacdo o sobrenadante foi transferido para um

novo microtubo e armazenado a -20°C até o momento das analises.

Figura 4. Coleta do meio de cultivo para mensuracao das concentracdes
de PGE2 e PGF2a por ELISA.

Fonte: arquivo pessoal.

5.7 Ensaio de Imunoabsorc¢édo Enzimatica (ELISA)

O ELISA foi realizado utilizando os kits Prostaglandin F2a ELISA kit, N°
516011 e Prostaglandin E2 ELISA kit — Monoclonal, N° 514010, ambos da Cayman
Chemical. Resumidamente, os reagentes e buffers de cada kit foram pré-preparados,
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segundo métodos descritos pelo fabricante. No ensaio o reagente ELISA Buffer foi
substituido pela Matriz, a matriz utilizada nos ensaios foi 0 meio de cultivo das células

CT-1 néo suplementado com SFB, conforme ilustrado na Figura 5.

Figura 5. Diluigdo da curva padréo para validagao da placa de amostras de PGF2a.

Fonte: Lucas de Oliveira Bezerra.

No preparo da curva padrdo do ELISA, para cada prostaglandina, foi
necessario alguns ajustes para diluicdo do efeito matriz no ensaio. A preparacao da
curva esta elucidada nos modelos esquematicos apresentados nas Figuras 6 e 7.
Para a validacdo da concentracdo das amostras de meio de cultivo de CT-1, foi
escolhido o tempo de 24 h de cultivo das CT-1, onde tinhamos 5 repeticbes x 5
tratamentos x 1 tempo, totalizando 25 amostras, destas, 20 uL de cada amostra foi
utilizado para formar um pool de 500 uL das amostras, em seguida, foram realizadas
as dilui¢cdes 1:10, 1:100 e 1:1000.
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Figura 6. Esquema do preparo da curva padrao da placa de amostras para PGF2a

com as adequacdes necessarias de acordo com o modelo esquematico.

X significa que foi utilizado apenas para a diluicdo em série.
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Fonte: Lucas de Oliveira Bezerra.

Figura 7. Esquema do preparo da curva padrao da placa de amostras para PGE2

com as adequacdes necessarias de acordo com o modelo esquematico.

X significa que foi utilizado apenas para a diluicdo em série.
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Apbs o preparo dos padrfes para a curva e pool de amostras nas diluicbes

1:10, 1:100 e 1:1000 foi realizada a montagem da placa de validagdo da curva de
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ELISA e concentracdo de amostras de acordo com a Tabela 1. Apds a pipetagem, a
placa foi embalada em papel aluminio e incubada por 18 horas a 4°C e,
posteriormente, cada poco da placa foi lavado com ELISA Wash e adicionado 200
uL de reagente de Ellman. Apos a lavagem, foi feita uma nova incubacao por 120
minutos em homogeneizador orbital e, por fim, se fez a leitura da placa, em ondas
de 415 nm, em espectrofotdbmetro com capacidade de leitura de comprimento de
onda entre 405-420 nm (Synergy HTX, sendo controlado pelo software Gen5 verséo
3.03).

Tabela 1. Esquema de pipetagem da placa de validacédo da curva padréao e

concentracdo de amostras para ELISA.

Poco Matriz Padrdo/Amostra Tracer Antiserum
Blk - - - -
NSB 100 pL - 50 pL -
Bo 50 yL - 50 yL 50 uL
Padrdo/Amostra - 50 uL 50 uL 50 uL

Branco (BIk): representa a absorbancia de fundo causada pelo reagente de Eliman.

Ligacdes nao especificas (NSB): representa os compostos que irdo se ligar ao pogo, mas nao irdo se
ligar ao anticorpo especifico para a prostaglandina.

Méxima ligacdo (Bo): representa a méxima ligagéo do Tracer com o anticorpo.

Apoés as validacbes da curva padrdao (R? > 0,9) e da concentracdo das
amostras (1:300 e 1:1000) foi realizado o ensaio de ELISA para cada prostaglandina,
de acordo com o descrito no manual do fabricante de cada kit (PGE2 e PGF2a),
citados acima. Na Tabela 2, esta representado o modelo esquematico da montagem
de uma das placas do ELISA para uma das prostaglandinas. Para cada placa do
ELISA havia 40 amostras pipetadas em duplicata, conforme ilustrado na Figura 8.

As placas passaram pelos processos de primeira incubacéo (18 horas a 4°C),
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lavagem dos pocos e adicdo do reagente de Ellman, segunda incubacao (120

minutos) e leitura em espectrofotdmetro.

Tabela 2. Modelo esquematico da montagem da placa de ELISA para uma das

prostaglandinas, onde nas strips 1 e 2 continha a curva padréo validada na primeira

placa e nas strips de 3 a 12, 40 amostras de meio de cultivo de células CT-1, na

diluicdo 1:300 e 1:1000 tratado ou ndo com 0s acidos graxos.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A NSB | S3 Amostra 1l [ Amostra5 | Amostra9 | Amostra 13| Amostra 17| Amostra 21f Amostra 25| Amostra 29| Amostra 33| Amostra 37
B NSB | S3 Amostral [ Amostra5 | Amostra 9 | Amostra 13| Amostra 17| Amostra 21f Amostra 25| Amostra 29| Amostra 33| Amostra 37
C Bo sS4 Amostra 2 [ Amostra6 | Amostra 10| Amostra 14| Amostra 18] Amostra 22| Amostra 26| Amostra 30| Amostra 34 Amostra 3&]
D Bo S4 Amostra 2 [ Amostra6 | Amostra 10| Amostra 14] Amostra 18] Amostra 22| Amostra 26| Amostra 30| Amostra 34 Amostra 3&{
E S1 S5 Amostra 3 [ Amostra7 | Amostra 11| Amostra 15| Amostra 19| Amostra 23| Amostra 27| Amostra 31| Amostra 35 Amostra 391
F S1 S5 Amostra 3 [ Amostra 7 | Amostra 11| Amostra 15| Amostra 19| Amostra 23| Amostra 27| Amostra 31| Amostra 35 Amostra 39|
G S2 S6 Amostrad [ Amostra 8 | Amostra 12| Amostra 16| Amostra 20| Amostra 24f Amostra 28| Amostra 32| Amostra 3(1 Amostra 40|
H S2 S6 Amostra 4 | Amostra 8 | Amostra 12| Amostra 16| Amostra 20| Amostra 24| Amostra 28| Amostra 32| Amostra 36| Amostra 40|

Fonte: Lucas de Oliveira Bezerra.

Figura 8. Placa de ELISA ap0s as duas séries de incubacdes pronta para ser lida
no espectrofotometro.

Fonte: Lucas de Oliveira Bezerra.
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5.8 Anélise Estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas usando o PROC MIXED do SAS
(versdo 9.2, SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA) considerando o po¢co como unidade
experimental. A suposi¢cdo de normalidade dos residuos e homogeneidade das
variancias foram verificadas para cada modelo por meio do teste de Shapiro-Wilk.
Quando tais premissas ndo foram atendidas, transformacfes logaritmicas foram
aplicadas nos dados brutos. Para as respostas de PGF2a e PGE2a, foi utilizada a
andlise de variancia (ANOVA) considerando o efeito principal do grupo de tratamento
e o efeito aleatdrio das réplicas de cultura. Os resultados estdo apresentados com
meédias = erro padrdo da média (EPM). Para todas as andlises, significancia foi

considerada quando P < 0,05.
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6. RESULTADOS

6.1 Concentracdes de PGE2

Conforme ilustrado nos graficos da Figura 9, no tempo 0 horas (5 min) nao
houve diferenca na sintese de PGE2 entre o grupo controle (22,32 + 3,83 ng/mL) e
0S outros grupos que receberam os tratamentos com 100 uM de CLA, AL, AO e
EPA+DHA (21, 66 = 5,58; 29,55 + 5,79; 34,74 + 7,98 e 31,32 + 7,44 ng/mL,
respectivamente). No tempo 24 horas (301,19 + 61,83ng/mL) e 48 horas (272,42 +
56,82 ng/mL), o AL aumentou a sintese de PGE2 comparado com os demais grupos
de tratamento. No tempo 72 horas o AL né&o diferiu do AO (310,58 + 81,54 vs. 187,16
+ 37,65 ng/mL; respectivamente), mas promoveu maiores concentracées de PGE2
comparado ao outro grupo (310,58 + 81,54 vs. 97,40 + 22,40 respectivamente; P <
0,0001).
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Figura 9. Efeito da suplementacdo com 100 M de diferentes acidos graxos (CLA,
AL, AO e EPA+DHA) e um grupo controle (CT) em meio de cultivo de CT-1
cultivadas in vitro na sintese de PGE2 por 5 min,24, 48 ou 72 horas, mensurada por
ensaio de imunoabsorcdo enzimética (ELISA). Dados estédo apresentados em média
* erro padrao da média (EPM). Letras diferentes indicam que houve diferenca

significativa entre os tratamentos (P < 0,05).
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6.2 Concentragbes de PGF2a

Conforme ilustrado nos gréaficos da Figura 10, no tempo de 0 horas (5 min) néo
houve diferenga na sintese de PGF2a entre o grupo controle (6,27 £ 0,97 ng/mL) e
0S outros grupos que receberam os tratamentos com 100 uM de CLA, AL, AO e
EPA+DHA (7,86 + 2,14; 8,17 + 2,19; 7,54 + 142 e 8,37 += 2,19 ng/mL
respectivamente). No tempo de 24 horas, a sintese de PGF2a foi maior nos grupos
AL e AO (151,67 + 17,01 e 105,71 + 30,86 ng/mL respectivamente) comparados aos
grupos controle, CLA e EPA+DHA (45,89 + 9,86; 18,89 + 3,29 e 7,28 + 0,54 ng/mL
respectivamente). No tempo de 48 horas, houve maior sintese de PGF2a no grupo
AO comparado ao controle (159,41 +43,67 vs. 80,10 + 19,10 ng/mL respectivamente;
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P < 0,001). No tempo de 72 horas, houve maior sintese de PGF2a nos grupos AL e
AO (317,67 £55,52 e 200,81 £ 20,39 ng/mL respectivamente; P < 0,0001) comparado
aos grupos controle, CLA e EPA+DHA (98,77 + 21,81; 27,79 + 3,74 e 11,07 £ 0,71
ng/mL respectivamente). O grupo EPA+DHA apresentou menor sintese de PGF2a
guando comparado ao grupo controle (11,07 = 0,71 vs. 98,77 + 21,81 ng/mL

respectivamente; P < 0,0001).

Figura 10. Efeito da suplementacdo com 100 M de diferentes acidos graxos (CLA,
AL, AO e EPA+DHA) e um grupo controle (CT) em meio de cultivo de CT-1
cultivadas in vitro na sintese de PGF2a por 5 min, 24, 48 ou 72 horas, mensurada
por ensaio de imunoabsorcéo enziméatica (ELISA). Dados estdo apresentados em
meédia * erro padrao da média (EPM). Letras diferentes indicam que houve diferenca

significativa entre os tratamentos (P < 0,05).
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6.3 Razdo PGE2/PGF2a

Conforme ilustrado nos graficos da Figura 11, no tempo 0 horas (5 min) a razao
PGE2/PGF2a no grupo controle (3,49 + 0,29 ng/mL) ndo diferiu dos grupos que
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receberam os tratamentos com CLA, AL, AO e EPA+DHA (2,81 + 0,34; 4,13 + 0,65;
5,22 +1,57 e 4,06 £ 0,42 ng/mL respectivamente; P = 0,0007) e no grupo AO a razao
foi maior quando comparado ao CLA (5,22 + 1,57 vs. 2,81 = 0,34ng/mL
respectivamente). No tempo de 24 horas, os grupos CLA, AL e EPA+DHA
apresentaram maior razao (2,23 + 0,31; 2,04 + 0,40 e 2,32 + 0,31 ng/mL;
respectivamente) comparados ao controle e AO (1,11 + 0,15 e 1,17 £+ 0,05 ng/mL;
respectivamente). No tempo de 48 horas, o grupo AO nao diferiu do AL (1,17 + 0,30
e 2,42 £ 0,29 ng/mL; respectivamente). No tempo 72 horas, a razao foi maior no grupo
EPA+DHA comparado ao controle (4,19 + 1,44 vs. 1,09 = 0,18 ng/mL;

respectivamente).
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Figura 11. Efeito da suplementacdo com 100 M de diferentes acidos graxos
(CLA, AL, AO e EPA+DHA) e um grupo controle (CT) em meio de cultivo de CT-1
cultivadas in vitro na razdo PGE2/PGF2a por 5 min, 24, 48 ou 72 horas, mensurada
por ensaio de imunoabsorcao enzimatica (ELISA). Dados estdo apresentados em
média + erro padrdo da média (EPM). Letras diferentes indicam que houve diferenca

significativa entre os tratamentos (P < 0,05).
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7. DISCUSSAO

Observamos a partir dos dados deste estudo que as CT-1 sintetizam PGF2a e
PGE2, sendo modificada de maneira diferente conforme o tipo de acido graxo
adicionado ao meio de cultivo e o tempo de exposi¢cdo aos mesmos. Segundo Hwang
et al. (1998), a producédo de PGE2 predomina antes do dia 12 do desenvolvimento
embrionéario, PGE2 e PGF2a entre os dias 13 e 15 e adicionalmente PGI2 apos o dia
15 de desenvolvimento. Uma maior concentracdo de PGE2 em relacao a de PGF2aq,
gue foi observada quando as CT1 foram tratadas com AL nos tempos de 24,48 e 72
horas e AO no tempo de 48 horas, ja era esperada, uma vez que as CT-1 utilizadas
no estudo foram isoladas de blastocistos bovinos produzidos in vitro com 10 a 11 dias
de desenvolvimento.

No inicio do desenvolvimento dos embrifes bovinos, apresentam quantidades
distintas de PGEZ2 sintases a partir de suas células, sendo capazes de sintetizar PGE2
(BORUSZEWKA et al., 2019). A partir dos dados desta pesquisa, sustentamos que
as células trofoblasticas possuem, pelo menos em parte, responsabilidade pela
producdo de PGE2 pelo embrido, uma vez que tais células fazem parte da
composicado celular dos embrides. Maiores concentracdes de PGE2 sao requeridas
para a manutencdo do corpo luteo e prenhez, pelos seus conhecidos efeitos
luteotroficos. O AL utilizado no presente estudo nos tempos de 24, 48 e 72 horas foi
capaz de aumentar a sintese de PGE2. A PGE2 atua no desenvolvimento do embrido,
aumentando a proliferacao das suas células embrionérias e trofoblasticas permitindo
a sobrevivéncia da implantacdo apdés a transferéncia de embrides
(NIRINGIYUMUKIZA et al., 2018).

De acordo com Moussavi et al. (2013), foi verificada diminuicdo nas
concentragbes de PGF2a e PGE2 em células epiteliais endometriais bovinas
suplementadas com concentracbes acima de 50 uM por 24 horas de cultivo. No
presente estudo, essa concentracdo nao foi reduzida pelos 100uM CLA utilizados em
todos os tempos testados, mas ocorreu um aumento na razdo PGE2/PGF2a causado
pelo CLA em 24 e 48 horas, 0 que acreditamos que seja um fator positivo no
estabelecimento da prenhez. E, segundo Bazer, Ott e Spencer, 1998, a maior razéo
PGE2 /PGF2a é mais importante do que as concentragdes absolutas no contexto

reprodutivo de bovinos.
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Segundo Cheng et al. (2003), a concentracdo de PGF2a foi reduzida de forma
dose dependente pela suplementacdo de CLA em células endometriais ovinas e a
sintese de PGE2 foi aumentada por baixas concentracbes de CLA (20 uM),
proporcionando maior razdo PGE2/PGF2a. Os dados do presente estudo ndo indicam
um aumento na sintese de PGE2 e PGF2a devido a suplementagdo com CLA, porém,
houve maior diminuicdo de PGF2a, aumentando a razdo PGE2/PGF2a, corroborando
com os dados do referido autor. Existem evidéncias que apontam que o incremento
de PGE2 é tdo importante quanto a supressao de PGF2a (AROSH et al. 2016). A
PGE?2 atua de forma paracrina (curta distancia) no endométrio, regulando a expressao
de genes e fungBes importantes para a receptividade uterina, crescimento e
desenvolvimento do concepto durante a fase inicial da prenhez, além de exercer acao
luteotréfica protegendo o CL da lutedlise espontanea ou induzida em fémeas
ruminantes (MAGNESS et al., 1981).

No estudo recente realizado pelo nosso grupo (MALDONADO et al., 2023) com
a suplementacdo com &acido linoleico conjugado em meio de cultivo de células
trofoblasticas bovinas (CT-1), observou-se que a razdo PGE2/PGF2a foi maior em
todos os grupos tratados com CLA com 48 e 72 horas de cultivo comparado ao
controle. No presente estudo também houve uma maior razdo PGE2/PGF2a no grupo
tratado com CLA no tempo de 48 horas.

Os presentes dados, em conjunto, indicam que as linhagens celulares de
diferentes origens, o acido graxo utilizado e tempo de exposi¢cdo aos tratamentos
influenciam sobre a sintese de prostaglandinas, podendo favorecer o reconhecimento
materno-fetal, e assim contribuindo para o sucesso da reproducdo bovina e

aumentando a produtividade.
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8. CONCLUSAO

A producéo das prostaglandinas E2 e F2a é influenciada pelo tipo de acido
graxo, bem como o tempo de exposicéo aos tratamentos. A suplementacdo com AL
no meio de cultivo das CT-1 aumentou a sintese de PGE2 em 24, 48 e 72 horas de
cultivo, aumentou sintese de PGF2a com 24 e 72 horas, e aumentou a raz&o
PGE2/PGF2a com 24 e 48 horas, podendo ser um aliado no reconhecimento

materno-fetal.
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