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IMPACTO ESPERADO NA SOCIEDADE

No que se refere aos dezessete objetivos preconizados pela Organizacédo das Nagdes
Unidas até 2030, o Brasil busca aumentar o numero de bezerros geneticamente
superiores nascidos, assim tem empregado a producao in vitro de embrides (PIVE). O
uso de CLA nos meios de cultivo da PIVE pode gerar embrides mais competentes em

estabelecerem a prenhez.



EXPECTED IMPACT ON SOCIETY

With regard to the seventeen aims established by the United Nations Organization until
2030, Brazil seeks to increase the number of genetically superior calves born, thus it
has used in vitro embryo production (IVEP). The use of CLA in IVEP culture medium

can generate embryos that are more competent in establishing pregnancy.
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RESUMO

A PGF2a foi reconhecida como a principal molécula luteolitica em fémeas ruminantes,
sendo secretada quando h& insucesso no reconhecimento materno fetal (RMF). A
PGE2, sintetizada pelo endométrio materno e células trofoblasticas do concepto,
determina efeitos anti-luteoliticos e luteotroficos que favorecem o RMF. Alguns acidos
graxos especificos podem alterar a biossintese de PGF2a e PGE2, dentre estes o acido
linoleico conjugado (CLA). A hipdtese € que a suplementacdo com CLA durante a
maturacao in vitro de odcitos (MIV) e cultivo in vitro de embrides (CIV) ou somente
durante a CIV, estimula nos odécitos durante a MIV e nos embrides durante a CIV a
menor sintese de PGF2a, maior sintese de PGE2, maior razdo PGE2/PGF2a. e maior
taxa de blastocistos produzidos no D7 e D9 (DO = dia da fertilizacdo), sendo tal efeito
dose dependente. Objetivou-se com este estudo determinar os efeitos de diferentes
concentracbes de CLA (0, 50, 100 e 150 uM) na MIV e CIV, onde a mesma
concentracdo foi utilizada durante a MIV e CIV (Experimento 1) ou somente na CIV
(Experimento 2,) nas concentragdes de PGF2a e PGE2 e a razdo PGE2/PGF2a no
meio de cultivo ao término da MIV (apés 24 horas de cultivo) e da CIV (apos 9 dias de
cultivo), assim como a taxa de producéo de blastocisto no D7 e D9. O uso do CLA na
MIV e CIV, para todas as concentracdes testadas, promoveu uma menor secrecao de
PGF2a (P < 0,0001) e PGE2 (P = 0,0034), embora nédo tenha afetado a razdo PGE2/
PGF2a (P = 0,1902). Quando o CLA foi utilizado apenas na CIV, para todas as
concentracOes testadas, promoveu uma menor secre¢cdo de PGF2a (P = 0,0005) e
PGE2 (P = 0,0046), embora néo tenha afetado a razdo PGE2/ PGF2a (P = 0,9087).
Quanto a producéo de blastocistos no D7, o CLA utilizado na MIV e CIV em todas as
doses testadas ndo aumentou taxa de producéo blastocisto no D7 e quando o CLA foi
utilizado apenas na CIV a concentracdo de 150 uM de CLA diminuiu a taxa de
blastocistos no D9, quando comparada a concentracdo de 50 uM. Conclui-se que a
suplementacdo com CLA, em todas as doses testadas, durante a MIV e CIV ou
exclusivamente na CIV diminui nos embrides a secrecdo de PGE2 e PGF2a embora
nao tenha alterado a razdo PGE2/PGF2a. O uso de CLA na CIV na concentragao de
150 uM diminui a taxa de blastocisto eclodido no D9 comparado a concentracdo de 50
MM,
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ABSTRACT

PGF2o was recognized as the main luteolytic molecule in female ruminants, being
secreted when there is failure in maternal-fetal recognition (MFR). PGE2 synthesized
by the maternal endometrium and conceptus trophoblastic cells, determines anti-
luteolytic and luteotrophic effects that favor MFR. Some specific fatty acids can alter
the biosynthesis of PGF2a and PGE2, among them conjugated linoleic acid (CLA).
The hypothesis is that supplementation with CLA during in vitro oocyte maturation
(IVM) and in vitro embryo culture (IVC) or only during IVC stimulates in oocytes during
IVM and in embryos during IVC a lower synthesis of PGF2a, higher PGE2 synthesis,
higher PGE2/PGF2a ratio and higher rate of blastocysts produced on D7 and D9 (DO
= fertilization day), such effect being dose dependent. Thus, the aim of this study was
to determine the effects of different concentrations of CLA (0, 50, 100 and 150 uM) on
IVM and IVC, where the same concentration was used during IVM and IVC
(Experiment 1) or only in IVC (Experiment 2), in the concentrations of PGF2a and
PGE2 and the PGE2/ PGF2a ratio in the culture medium at the end of IVM (after 24
hours of culture ) and IVC (after 9 days of culture), as well as the rate of blastocyst
production on D7 and D9. The use of CLA in IVM and CIV, for all concentrations tested,
promoted a lower secretion of PGF2a (P < 0.0001) and PGE2 (P = 0.0034), although
it did not affect the PGE2/ PGF2a ratio (P = 0.1902). When CLA was used only in IVC,
for all concentrations tested, it promoted a lower secretion of PGF2a (P = 0.0005) and
PGE2 (P = 0.0046), although it did not affect the PGE2/ PGF2a ratio (P = 0.9087). As
for the production of blastocysts on D7, the CLA used in IVM and CIV at all tested
doses did not increase the blastocyst production rate on D7 and when CLA was used
only in CIV, the concentration of 150 uM of CLA decreased the rate of blastocysts on
D9 compared to 50 uM concentration. It is concluded that supplementation with CLA,
at all doses tested, during IVM and IVC or exclusively in IVC decreases the secretion
of PGE2 and PGF2a in the embryos, although it did not alter the PGE2/ PGF2a. ratio.
The use of CLA in IVC at a concentration of 150 uM decreases the rate of hatched
blastocysts on D9 compared to a concentration of 50 uM.

Keywords: Fatty Acids. Omega-6 fatty acids. Oocyte. Embryo. Prostaglandins.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Mecanismos envolvidos na regressao funcional e estrutural do corpo luteo
(Painel A) e na manutencdo estrutural e funcional do corpo lateo, durante o
reconhecimento materno fetal (Painel B). A célula endometrial secreta pulsos de alta
amplitude de PGF2a que ao chegar na célula esteroidogénica luteal, determina a lutedlise
funcional e estrutural do corpo Idteo. A lutedlise funcional é caracterizada faléncia na
producdo de progesterona e a estrutural pelo desencadeamento dos mecanismos
apoptéticos na célula luteal. Na presenca do concepto secretando IFNT de maneira
competente, ocorre a inibicdo da secrecao de alta amplitude de PGF2a, que se mantem
em niveis basais. O IFNT ainda estimula a secrecdo de PGE2, esta que ao chegar na
célula luteal, impede qualquer acdo da PGF2a, além de promover aumento na
vasculariza¢éo do corpo liteo e aumento a sintese de progesterona além de desfavorecer
0S Mecanismos apoptotiCOS NO COIPO TULEO.........oceiiiiiiiieiiiiie e

Figura 2 - Desenho esquematico representando a sintese de prostaglandinas na célula
endometrial. A sintese de PGF2a e PGE2 na célula endometrial € determinada da seguinte
forma: a enzima fosfolipase A2 (PLA2) libera o acido araquiddnico (AA) da membrana
para o citosol, este pode ser convertido pela PTGS1 e/ou PTGS2 em PGH2. A PGH2 é
convertida pelas enzimas PTGES1, 2 ou 3 em PGE2. A PGH2 é convertida pelas enzimas
AKR1B1, AKR1C3 e/ou AKR1C4 em PGF2a. Ainda existe a possibilidade de a PGE2 ser
convertida em PGF2a pela agdo da enzima CBRIL..........cccvviiiiiiiiiiiiieece e

Figura 3 - Representagéo esquematica ilustrando a sintese de prostaglandinas no embrido
e concepto. Acredita-se que o acido linoleico conjugado pode alterar a sintese de
prostaglandina das seguintes formas: A) aumentando a disponibilidade de AA na
membrana, que € a principal matéria prima para sintese de prostaglandinas e/ou B)
alterando as enzimas que norteiam a sintese de PGF2a (AKR1B1, AKR1C3 e AKR1C4) e
PGE2 (PTGES1, PTGES2 e PTGES3) e/ou C) e a alterando a enzima que converte a
PGE2 €M PGF20L (CBRL).....uuiiiiiieii ittt ee ettt e e e e e e s e st e e e ee e e e s assnnnreeeeeeeseans

Figura 4 - Delineamento do Experimento Piloto A. Odcitos foram selecionados para compor
um dos dois grupos de tratamento: Meio MIV com 10% de SFB + Meio CIV com 2,5% de
SFB (Grupo SFB MIV e CIV; n = 136); ou Meio MIV sem SFB + Meio CIV com 2,5% de
SFB (Grupo SFB CIV; n = 135). O cultivo de odcitos e embrides foram realizados em
placas de 4 poc¢os (Nunc) contendo 500 uL do meio correspondende a cada tratamento.
Ao término da MIV (24 horas apés) e da CIV (9 dias ap6s) o meio foi recuperado e
armazenado em criotubos para posterior analise por ELISA. No D7 e D9 (DO= dia a
fertilizacdo) foi determinada a taxa de blastocisto (nimero de blastocisto / nimero de
odcitos cultivados x 100). Foram utilizados de 11 a 22 odécitos em cada tratamento para
cada repeticao, e no total foram realizadas 8 repeti¢cdes, assim o nimero experimental de
odcitos apresentado por grupo refere-se ao nimero total de od4citos considerando todas
AS TEPELICOES. . cei i

Figura 5 - Delineamento do Experimento Piloto B. Odcitos foram selecionados para compor
um dos dois grupos de tratamento: Meio MIV sem DMSO e sem SFB + Meio CIV sem
DMSO e com 2,5% de SFB (Grupo sem DMSO; n = 135); ou Meio MIV com 0,15% DMSO
sem SFB + Meio CIV com 0,15% DMSO e 2,5% de SFB (Grupo com DMSO; n = 135). O
cultivo de odcitos e embrides foram realizados em placas de 4 pocos (Nunc) contendo 500
uL do meio correspondende a cada tratamento. Ao término da MIV (24 horas apos) e da
CIV (9 dias ap0s) o meio foi recuperado e armazenado em criotubos para posterior anélise
por ELISA. No D7 e D9 (DO= dia a fertilizagéo) foi determinada a taxa de blastocisto
(numero de blastocisto / nimero de odécitos cultivados x 100). Foram utilizados de 11 a 22
oocitos em cada tratamento para cada repeticao, e no total foram realizadas 8 repeti¢cées,
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assim o numero experimental de odcitos apresentado por grupo refere-se ao numero total
de odcitos considerando todas as repetiCoes..........coovvvveeiiiie e,

Figura 6 - Delineamento do Experimento 1. Odcitos foram selecionados para compor
guatro grupos de tratamento: Meio MIV sem CLA com 0,15% de DMSO + Meio CIV sem
CLA com 0,15% de DMSO (Grupo CLA 0 uM; n =136); Meio MIV contendo 50 uM de CLA
+ Meio CIV contendo 50 uM de CLA (Grupo CLA 50 uM; n = 135); Meio MIV contendo
100 uM de CLA + Meio CIV contendo 100 uM de CLA (Grupo CLA 100 uM; n = 135) e
Meio MIV contendo 150 uM de CLA + Meio CIV contendo 150 uM de CLA (Grupo CLA
150 pM; n = 135). O cultivo de odécitos e embrides foram realizados em placas de 4 pogos
(Nunc) contendo 500 uL do meio correspondende a cada tratamento. Ao término da MIV
(24 horas apéds) e da CIV (9 dias ap6s) o meio foi recuperado e armazenado em criotubos
para posterior analise por ELISA. No D7 e D9 (DO= dia a fertilizag&o) foi determinada a
taxa de blastocisto (numero de blastocisto / nimero de odcitos cultivados x 100). Foram
utilizados de 11 a 22 odcitos em cada tratamento para cada repeticdo, e no total foram
realizadas 8 repeticbes, assim 0 numero experimental de o6citos apresentado por grupo
refere-se ao nimero total de o6citos considerando todas as repetiGies. ..........cccvveeeriveeernns

Figura 7 - Delineamento do Experimento 2. Odcitos foram selecionados para compor
guatro grupos de tratamento: Meio MIV sem CLA e sem DMSO + Meio CIV sem CLA com
0,15% de DMSO (Grupo CLA 0 uM; n = 131); Meio MIV sem CLA e sem DMSO + Meio
CIV contendo 50 uM de CLA (Grupo CLA 50 puM; n = 131); Meio MIV sem CLA e sem
DMSO + Meio CIV contendo 100 uM de CLA (Grupo CLA 100 pM; n = 132) e Meio MIV
sem CLA e sem DMSO + Meio CIV contendo 150 uM de CLA (Grupo CLA 150 uM; n =
130). O cultivo de odcitos e embrides foram realizados em placas de 4 pocos (Nunc)
contendo 500 uL do meio correspondende a cada tratamento. Ao término da MIV (24 horas
apos) e da CIV (9 dias apos) o meio foi recuperado e armazenado em criotubos para
posterior analise por ELISA. No D7 e D9 (DO= dia a fertilizac&o) foi determinada a taxa de
blastocisto (nimero de blastocisto / nimero de o6citos cultivados x 100). Foram utilizados
de 12 a 28 odcitos em cada tratamento para cada repeticao, e no total foram realizadas 8
repeticdes, assim o n experimental apresentado por grupo refere-se ao numero total de
00citos considerando todas as rePeliCOES. .......c.uuviiiiie it ee e e e e ennees

Figura 8 - Experimento Piloto A - Concentragdo de PGF2a e PGE2 no meio de cultivo de
oocitos durante a MIV. Média + erro padrédo das concentracdes de PGF2a, PGE2 e arazao
PGE2/PGF2a em ng/mL; mensurada por ELISA, em meio de cultivo de odcitos bovinos
cultivados por 24 horas em meio MIV sem SFB (SFB CIV; n=135) ou em meio MIV
suplementado com 10% e SFB (Grupo SFB MIV € CIV; N=136)......ccccvviviiiiiiiiieeeieeeeeeeeeeeee,

Figura 9 - Experimento Piloto A - Concentragéo de PGF2a e PGE2 no meio de cultivo de
embrides durante a CIV. Média + erro padréo das concentracdes de PGF2a, PGE2 e a
razdo PGE2/PGF2a em ng/mL; mensurada por ELISA em embriées com 9 dias de cultivo,
produzidos com e Meio MIV com 10% de SFB + Meio CIV com 2,5% de SFB (Grupo SFB
MIV e CIV) ou Meio MIV sem SFB + Meio CIV com 2,5% de SFB (Grupo SFB CIV)...........

Figura 10 - Experimento Piloto A - Experimento Piloto A - Producédo de blastocisto no D7.
Média + erro padrdo da taxa de blastocisto sete dias ap6és a fertilizagdo (D7) com e Meio
MIV com 10% de SFB + Meio CIV com 2,5% de SFB (Grupo SFB MIV e CIV) ou Meio MIV
sem SFB + Meio CIV com 2,5% de SFB (Grupo SFB CIV) ...

Figura 11 - Experimento Piloto B - Concentra¢do de PGF2a e PGE2 no meio de cultivo de
oocitos durante a MIV. Média + erro padréo das concentra¢des de PGF2a, PGE2 e arazéo
PGE2/PGF2a. em ng/mL; mensurada por ELISA, em meio de cultivo de odcitos bovinos
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cultivados por 24 horas em meio MIV sem DMSO (Grupo sem DMSO; n=135) ou com
0,15% de DMSO (Grupo SFB com DMSO; N=135)...ccciiiieiiieieeeeeeeeeeeeeeee e

Figura 12 - Experimento Piloto B - Concentracédo de PGF2a e PGE2 no meio de cultivo de
embrides durante a CIV. Média + erro padrdo das concentracbes de PGF2a, PGE2 e a
razdo PGE2/PGF2a em ng/mL; mensurada por ELISA em embrides com 9 dias de cultivo,
produzidos em Meio MIV sem DMSO e sem SFB + Meio CIV sem DMSO e com 2,5% de
SFB (Grupo sem DMSO); ou Meio MIV com 0,15% DMSO sem SFB + Meio CIV com
0,15% DMSO e 2,5% de SFB (Grupo com DMSO) ......ccccoiiiiuminiiiiiiiiiinineaenaenaenneennes

Figura 13 - Experimento Piloto B - Producéo de blastocisto no D7. Média + erro padréo da
taxa de blastocisto sete dias ap6s a fertilizacdo (D7) produzidos em Meio MIV sem DMSO
e sem SFB + Meio CIV sem DMSO e com 2,5% de SFB (Grupo sem DMSO); ou Meio
MIV com 0,15% DMSO sem SFB + Meio CIV com 0,15% DMSO e 2,5% de SFB (Grupo
COM DMSO)...ciiiii

Figura 14 - Experimento 1 - Concentracdo de PGF2a e PGE2 no meio de cultivo de od4citos
durante a MIV. Média + erro padrdo das concentracbes de PGF2a, PGE2 e a razao
PGE2/PGF2a em ng/mL; mensurada por ELISA no meio de oécitos cultivados por 24 horas
em meio MIV sem CLA com 0,15% de DMSO (Grupo CLA 0 pM; n = 136); Meio MIV
contendo 50 uM de CLA (Grupo CLA 50 puM; n = 135); Meio MIV contendo 100 uM de CLA
(Grupo CLA 100 puM; n = 135) e Meio MIV contendo 150 uM de CLA (Grupo CLA 150

Figura 15 - Experimento 1 - Concentracdo de PGF2a e PGE2 no meio de cultivo de
embrides durante a CIV. Média + erro padrdo das concentracdes de PGF2a, PGE2 e a
razdo PGE2/PGF2a em ng/mL; mensurada por ELISA no meio de embrides 9 dias apés a
fertilizacdo (D9; término da CIV) provenientes de meio MIV sem CLA com 0,15% de DMSO
+ Meio CIV sem CLA com 0,15% de DMSO (Grupo CLA 0 uM); Meio MIV contendo 50
uM de CLA + Meio CIV contendo 50 uM de CLA (Grupo CLA 50 uM); Meio MIV contendo
100 uM de CLA + Meio CIV contendo 100 uM de CLA (Grupo CLA 100 uM) e Meio MIV
contendo 150 uM de CLA + Meio CIV contendo 150 uM de CLA (Grupo CLA 150 pM)........

Figura 16 - Experimento 1 - Producéo de blastocisto no D7. Média + erro padrdo da taxa
de blastocisto 7 dias apés a fertilizagéo (D7) provenientes de meio MIV sem CLA com
0,15% de DMSO + Meio CIV sem CLA com 0,15% de DMSO (Grupo CLA 0 uM); Meio
MIV contendo 50 uM de CLA + Meio CIV contendo 50 uM de CLA (Grupo CLA 50 uM);
Meio MIV contendo 100 uM de CLA + Meio CIV contendo 100 uM de CLA (Grupo CLA
100 uM) e Meio MIV contendo 150 uM de CLA + Meio CIV contendo 150 uM de CLA
(GrUPO CLA 150 M) ittt e ettt e e et e e e e e s e sttt e e e e e e st e e e eeaeeeeeansnsanaeeeeeeeaannes

Figura 17 - Experimento 2 - Concentracdo de PGF2a e PGE2 no meio de cultivo de odcitos
durante a MIV. Média + erro padrao das concentracbes de PGF2a, PGE2 e a razao
PGE2/PGF2a em ng/mL; mensurada por ELISA no meio de odcitos cultivados por 24 horas
sem CLA mas que posteriormente foram tratados na CIV com as referidas concentragdes
(0, 50, 100 € 150 BM) ...ttt ettt e e nr e e a

Figura 18 - Experimento 2 - Concentragdo de PGF2a e PGE2 no meio de cultivo de
embrides durante a CIV. Média + erro padréo das concentracdes de PGF2a, PGE2 e a
razdo PGE2/PGF2a em ng/mL; mensurada por ELISA no meio de embrides 9 dias apos a
fertilizacao (D9; término da CIV) provenientes de Meio MIV sem CLA + Meio CIV sem CLA
(Grupo CLA 0 uM); Meio MIV sem CLA + Meio CIV contendo 50 uM de CLA (Grupo CLA
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50 uM); Meio MIV sem CLA + Meio CIV contendo 100 uM de CLA (Grupo CLA 100 uM)
e Meio MIV sem CLA + Meio CIV contendo 150 uM de CLA (Grupo CLA 150 pM)............

Figura 19 - Experimento 2 - Producao de blastocisto no D7 e D9. Média + erro padrdo da
taxa de blastocisto no D7 e taxa de blastocisto eclodido no D9 (D0 = dia da fertilizacao)
provenientes de Meio MIV sem CLA + Meio CIV sem CLA (Grupo CLA 0 uM); Meio MIV
sem CLA + Meio CIV contendo 50 uM de CLA (Grupo CLA 50 uM); Meio MIV sem CLA +
Meio CIV contendo 100 uM de CLA (Grupo CLA 100 uM) e Meio MIV sem CLA + Meio
CIV contendo 150 uM de CLA (Grup0o CLA 150 M)...coiiiiiiiiiiiiie et
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

°C Graus Celsius

puM Micromolar

pL Microlitro

AA Acido araquiddnico

AGs Acidos graxos

AGPI Acidos graxos poliinsaturados

AL Acido linoleico

AKR1B1 Enzima PGF sintase B1

AKR1C3 Enzima PGF sintase C3

AKR1C4 Enzima PGF sintase C4

Ca Célcio

CIv Cultivo in vitro

CL Corpo Luteo

CLA Acido linoleico conjugado

COX-2 Cicloxigenase-2

DHA Acido docosahexanoico

DMSO Dimetilsulfoxido

ELISA Ensaio de imunoabsorcédo enzimatica
EPA Acido eicosapentandico

FATP Proteina transportadora de acidos graxos
FIV Fertilizacdo in vitro

FU Fluido uterino

IA Inseminacéo artificial

IATF Inseminacéo artificial em tempo fixo
IETS Sociedade Internacional de Transferéncia de Embrides
IFNT Interferon-tau

IFNR Receptores de interferon-tau

ISGF3 Fator Génico 3 Estimulado por Interferon
LA Acido linoleico

LH Hormonio luteinizante

Ml Meiose Il



MIV Maturacao in vitro

AO Acido oleico

ONU Organizacéo das Nac¢bes Unidas

oT Ocitocina

P4 Progesterona

PIVE Producédo de embrides in vitro

PG Prostaglandina

PGE2 Prostaglandina E2

PGF2a Prostaglandina F2 alfa

PGH2 Prostaglandina H2

PGls Enzimas PGls sintases

PGI2 Prostaglandina Iz

PGs Prostaglandinas

PKA Proteina quinase A

PKC Proteina quinase C

PLA2 Fosfolipase Az

PTGDS Enzima PGD sintase

PGD2 Prostaglandina D2

PTGES Enzimas PGEs sintases

PTGE1 Enzima PGE sintase 1

PTGE2 Enzima PGE sintase 2

PTGE3 Enzima PGE sintase 3

PTGER Receptor de prostaglandina E

PTGFR Receptor de prostaglandina F

PTGIs Enzimas PGls sintases

PTGS1 Prostaglandina-endoperoéxido sintase 1
PTGS2 Prostaglandina-endoperodxido sintase 2
RMF Reconhecimento materno-fetal

SFB Soro fetal bovino

SLCO2A1 Proteina transportadora de membrana

TETF Transferéncia de embrides em tempo fixo
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1 INTRODUCAO

A demanda mundial por alimentos cresce de forma proporcional ao aumento da
populacado (FEDOROFF, 2010). O Brasil possui alta representatividade quando se trata
da atual e futura producéo de alimentos. Em busca de alcancar o maximo de éxito no
que se refere aos dezessete objetivos preconizados pela Organizacdo das Nacdes
Unidas (ONU) até 2030 especialmente "Fome Zero, Consumo e Producao
Responsavel, Acdo Climatica e Vida na Terra"; o Brasil busca ferramentas para a
producdo mais eficiente de alimentos, incluindo a producéo de proteina vegetal e

animal.

Atualmente, o Brasil tem o maior rebanho bovino comercial do mundo, mas ainda
nao supera os Estados Unidos no volume de producéo de carne. Em 2020, a taxa de
desfrute (nimero de animais abatidos dividido pelo nimero total de animais x 100) no
Brasil foi de 20% com o abate de carcacas com um peso médio de 15 arrobas. Em
comparagdo, os norte-americanos desfrutaram de 30% do seu rebanho abatendo
carcacas com 24 arrobas (ANUALPEC, 2021). Assim, o rebanho nacional apresenta
uma producdo de carne/animal abatido aquém da necesséaria. Na bovinocultura de
corte, a produtividade estd diretamente relacionada a eficiéncia reprodutiva das
fémeas, que devem apresentar um intervalo entre partos de 12 meses, gerando a
produgéo de um bezerro/matriz/ano. Em 2020, o rebanho nacional era composto por
80.632.741 matrizes, destas 65.548.639 eram vacas e 15.084.102 novilhas com mais
de 24 meses. Em 2020, estimou-se uma producdo nacional de 47.984.262 bezerros
(ANUALPEC, 2021), caracterizando uma média nacional de 0,6 bezerro/vaca/ano e um
intervalo entre partos de aproximadamente 18 meses, fatores que associados

caracterizam uma baixa eficiéncia reprodutiva.

A eficiéncia da fase de cria € mensurada pelos quilos de bezerros desmamados
por vaca ou por hectare. Assim além da producédo de um bezerro/vaca/ano almeja-se
melhorar a base genética dos produtos nascidos, contribuindo assim para um maior
peso dos bezerros ao desmame. Além disso, para que a bovinocultura brasileira supere
os indices atuais de produtividade, além da eficiéncia reprodutiva, o melhoramento
genético precisa ser priorizado. Tais requisitos tém alavancado o emprego de
biotécnicas aplicadas a reproduc&o animal, como por exemplo, a inseminacéo artificial
(IA). Para otimizar o emprego da IA, foram desenvolvidos tratamentos que permitem a

inseminacao artificial em tempo fixo (IATF) de 100% das fémeas tratadas em um
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momento pré-determinado, procedimento que exclui a necessidade da detecgdo de
estros. No Brasil, estima-se que 20% das fémeas bovinas tenham sido inseminadas
em 2021, sendo aproximadamente 80% do total de inseminacdes realizadas por IATF.
Do total de inseminacdes realizadas no rebanho nacional, estima-se que 65% foram
procedidas em matrizes de corte e 35% em fémeas destinadas a producao de leite
(ASBIA, 2021). Em 2020, estimou-se a venda de 25 milhdes de protocolos hormonais
de IATF, o que demonstra um emprego crescente e extremamente significativo da
referida biotecnologia no territério nacional (ASBIA, 2021). A taxa de concep¢ao em
rebanhos de corte comerciais no Brasil com o emprego da IATF é de 49,1%
(BARUSELLI et al., 2008; SA FILHO et al., 2009).

Considerando a importancia no aumento da eficiéncia reprodutiva aliado ao
melhoramento genético, o Brasil também se tornou lider mundial no emprego da
técnica de transferéncia de embrides em tempo fixo (TETF). A TETF aliada a producéo
in vitro de embrides (PIVE) constituem biotécnicas poderosas na rapida multiplicacédo
de matrizes expoentes geneticamente superiores. De acordo com a Sociedade
Internacional de Transferéncia de Embrides - IETS (VIANA, 2019), 68,7% dos embrifes
do mundo sao produzidos por PIVE e destes 73,2% sé&o transferidos a fresco, sem
prévio congelamento, por TETF. No Brasil, a producdo anual de embrides bovinos teve
um aumento de 800% ao longo da ultima década. Atualmente, o Brasil consagrou-se
como lider mundial da PIVE na espécie bovina, responsavel por 70% do total de
embribes gerados no mundo. Entretanto, a metodologia da PIVE ainda apresenta
limitacdes, visto que somente 40 a 50% dos odcitos maturados e fertilizados in vitro
atingem o estégio de blastocisto (RIZOS et al., 2002).

ApoOs a TETF nas receptoras, as taxas de concepcao dificilmente superam 50%.
Um dos principais fatores que comprometem o éxito da prenhez em fémeas bovinas de
corte é a mortalidade embrionaria precoce, ocasionada por falhas no reconhecimento
materno-fetal (RMF), especificamente no periodo compreendido entre 15 e 17 dias
apos a fecundacao (BINELLI et al., 2001). Para o sucesso no estabelecimento da
prenhez, o concepto (embrido e membranas anexas) deve produzir competentemente
moléculas que ao interagirem com o endomeétrio irdo inibir a sintese de prostaglandina
F2a (PGF2a) e a lutedlise. Tal acdo, preserva funcionalmente e estruturalmente o
corpo luteo (CL), mantendo altas concentracdes de progesterona (P4) circulantes
(GOFF, 2002).
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O interferon-tau (IFNT), 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). Quando o concepto produz de maneira
competente o IFNT, o endométrio apresenta a sintese de PGF2a suprimida enquanto
registra-se um aumento na sintese de prostaglandina E2 (PGE2). Na ocorréncia de
um RMF bem-sucedido, a sintese de PGE2 é aumentada no endométrio e nas células
trofoblasticas do embrido e concepto. A PGE2 exerce efeitos anti-lutedliticos e
luteotroficos, ambos fundamentais para o éxito da prenhez (McCRACKEN et al., 1999).

O IFNT e a PGE2, ambos de ac¢éo luteotréfica, garantem a permanéncia do CL
e manutencao de altas concentra¢des circulantes de P4, condicdo fundamental para o
estabelecimento da prenhez (TANIKAWA et al., 2005). Na incapacidade do concepto
em promover tais agdes coordenadas, sera determinada a lutedlise e a mortalidade
embrionaria precoce. Assim, estratégias capazes de reduzir a capacidade da sintese
de PGF2a e aumentar a sintese de PGE2 pelo endométrio, embrido e/ou concepto se
tornam de grande interesse econdémico.

O consumo de dietas com acido linoleico (AL) sabidamente afeta a via
metabdlica do acido graxo poliinsaturado n-6 por meio da biossintese de eicosandides,
inclusive as prostaglandinas. Conforme descrito por Moussavi et al. (2013), em bovinos
diferentes isbmeros de CLA determinam alteracdes na producdo de PGF2a e PGE2. O
CLA apresenta potencial promissor para modular a sintese das prostaglandinas F2a e
E2.

E reconhecido que o uso de diferentes acidos graxos pode alterar a proporcéo
de PGF2a e PGE2 produzidas nas células trofoblasticas em embrides e conceptos
(HWANG et al.,, 1998). Portanto, considerando o impacto das perdas econdmicas
ocasionadas pela mortalidade embrionaria precoce, a suplementacao estratégica, com
lipidios especificos no meio de cultivo de odécitos e embrides durante a PIVE, objetiva
favorecer no embrido e futuro concepto a diminuicéo da sintese de PGF2a e 0 aumento
da sintese de PGE2, assim como o aumento da razédo PGE2/ PGF2a. Para o estudo da
acao dos acidos graxos especificos na secre¢éo de PGF2a e PGE2 inclusive o CLA, o
grupo tem utilizado dois modelos bioldgicos, o cultivo de células trofoblasticas e
embrides bovinos produzidos in vitro.

Embora varios estudos tenham investigado o uso de CLA em modelos in vivo e
in vitro, 0 mecanismo de acdo dos CLAs € pouco conhecido. A hipétese do referido
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estudo é que a suplementacdo com CLA durante a maturacao in vitro de oocitos (MIV)
e cultivo in vitro de embrides (CIV) estimula no odcito (apds 24 horas de cultivo) e no
embrido (apos 9 dias de cultivo) uma menor sintese de PGF2a, maior sintese de
PGE2, maior razdo PGE2/PGF2a e maior taxa de blastocistos no D7 e D9, sendo
tal efeito dose dependente. Objetivou-se no Experimento 1 determinar os efeitos de
diferentes concentragdes de CLA (0, 50, 100 e 150 uM), onde a mesma concentracao
foi utilizada durante a MIV e CIV, durante a maturacdo in vitro de odcitos (MIV) e
cultivo in vitro de embrides (CIV), nas concentracbes de PGF2a, PGE2 e na razao
PGE2/PGF2a no meio de cultivo de odécitos ao término da MIV (ap6s 24 horas de
cultivo) e no meio de cultivo de embrides ao término da CIV (apés 9 dias de cultivo),
assim como a taxa de producgéo de blastocisto no D7 e D9 (DO = dia da fertilizag&o).
Objetivou-se no Experimento 2 comparar as diferentes concentracdes de CLA (0, 50,
100 e 150 uM) durante a CIV, nas concentracdes de PGF2a, PGE2 e na razao PGE2/
PGF2a no meio de cultivo de o6citos ao término da MIV (apds 24 horas de cultivo) e
no meio de cultivo de embrides ao término da CIV (apés 9 dias de cultivo), assim

como a taxa de producao de blastocisto no D7 e D9 (DO = dia da fertilizacao).
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8 CONCLUSAO

A suplementacao com CLA, em todas as doses testadas, durante a MIV e CIV
ou exclusivamente na CIV diminui nos embrides a secre¢cdao de PGE2 e PGF2a
embora ndo tenha alterado a razdo PGE2/PGF2a. O uso de CLA na CIV na
concentracdo de 150 uM diminui a taxa de blastocisto eclodido no D9 comparado a

concentracdo de 50 pM.
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