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RESUMO 

A mortalidade embrionária precoce (MEP) ocasionada por falhas no reconhecimento materno da 

prenhez (RMP), entre os dias 15 e 17 após a fecundação, constitui uma das maiores causas de falhas 

reprodutivas em fêmeas bovinas. Estratégias para favorecer o RMP durante tal período crítico, baseiam-

se na redução da síntese de prostaglandina F2α (PGF2α) pelo endométrio materno e/ou na maximização 

do estímulo anti-luteolítico induzido pelo concepto, incluindo o aumento da síntese de prostaglandina 

E2 (PGE2) e interferon-tau (IFNT). A PGE2 sintetizada pelo endométrio materno, embrião e células 

trofoblásticas desempenha efeitos luteotróficos e anti-luteolíticos; favorecendo o RMP. A adição de 

diferentes ácidos graxos em cultivos celulares modifica a biossíntese de eicosanóides, inclusive da PGE2 

e PGF2α. A hipótese é que a suplementação com ácido linoleico conjugado (CLA), ácido linoleico (AL), 

ácido oleico (AO) e ácido eicosapentanóico (EPA) associado ao ácido docosahexaenóico (DHA) 

aumenta a síntese de PGE2, diminui a síntese de PGF2α e aumenta a razão PGE2/PGF2α em células 

trofoblásticas bovinas (CT-1); modifica a expressão de transcritos envolvidos na biossíntese de PGE2 e 

PGF2α em CT-1 e embriões bovinos produzidos in vitro; altera a expressão de transcritos que favorecem 

o RMP em CT-1 e embriões, além de favorecer o nível de metilação do DNA nos embriões. Assim, 

objetivou-se com o Experimento 1: a) avaliar os efeitos da suplementação com 100 µM CLA, 100 µM 

AL, 100 µM AO ou 50 µM EPA + 50 µM DHA na síntese de PGE2, PGF2α e na razão PGE2/PGF2α 

em CT-1; b) avaliar a expressão de transcritos envolvidos na biossíntese de prostaglandinas (PTGER4, 

PTGS2, PTGES2, PTGES, AKR1B1) e no RMP (IFNT) em CT-1. Assim, objetivou-se com o 

Experimento 2: a) avaliar os efeitos da suplementação com 100 µM CLA, 100 µM AL, 100 µM AO ou 

50 µM EPA + 50 µM DHA na expressão de transcritos envolvidos na biossíntese de prostaglandinas 

(PTGS2, PTGES e AKR1B1), no RMP (IFNT) e no nível de metilação do DNA (DNMT3A) em 

embriões bovinos produzidos in vitro e b) avaliar a taxa de produção embrionária com 7 e 9 dias de 

cultivo. No Experimento 1, CT-1 em placas de 6 poços contendo meio acrescido com 10% de soro fetal 

bovino (SFB), onde foram cultivadas a 38,5°C com 5% CO2 por 5 dias. As CT-1 receberam meio de 

cultivo isento de SFB por 24 horas. Em seguida, os poços receberam meio sem SFB contendo 100 µM 

de CLA, 100 µM de AL, 100 µM de AO ou 50 µM de EPA + 50 µM de DHA durante 5 minutos e 24, 

48 e 72 horas. Ao término do cultivo o meio foi coletado e as CT-1 foram lisadas com 1mL/poço de 

Trizol para posterior extração do RNA. As concentrações de PGE2 e PGF2α mensuradas por ELISA e 

os transcritos foram avaliados pela técnica de RT-PCR. Foram realizadas 5 repetições experimentais. A 

análise estatística foi realizada pelo PROC MIXED do SAS, considerando o poço a unidade 

experimental. No Experimento 2, folículos ovarianos de 2 a 10 mm provenientes de fêmeas Nelore 

abatidas, foram aspirados utilizando seringa de 10 mL e agulha 18G. Oócitos com citoplasma 

homogêneo e múltiplas camadas de células do cumulus foram submetidos à maturação in vitro (MIV) 

em gotas de 100 μL contendo meio MIV com 5% de soro fetal bovino (SFB) sob óleo mineral, em 

incubadora a 38,5oC em atmosfera umidificada a 5% de CO2 por 24 horas. Após a MIV, os oócitos 

foram submetidos a fertilização in vitro (FIV), com sêmen de uma única partida de mesmo touro Nelore, 

durante 18 horas nas mesmas condições da MIV (D0 = dia da FIV). Após a FIV, os prováveis zigotos 

(n = 1117) foram alocados em placas de 4 poços com 700 L de meio de cultivo/poço com 1,25% de 

SFB, acrescidos dos seguintes tratamentos: 100 μM de ácido linoleico conjugado (Grupo CLA; n = 223 

oócitos); 100 μM de ácido linoleico (Grupo AL; n= 227); 100 μM de ácido oleico (Grupo AO; n = 225) 

ou 50 μM de ácido eicosapentaenóico - EPA + 50 μM ácido docosahexaenóico – DHA (Grupo EPA + 

DHA; n= 219); além de meio não acrescido de AG (Grupo Controle; n = 223). A produção embrionária 

foi avaliada no D7 e D9. Os embriões foram coletados no D9 e os transcritos foram avaliados pela 

técnica de RT-PCR. Foram realizadas 10 repetições experimentais. A análise estatística foi realizada 

utilizando o software PROC MIXED do SAS. No experimento 1, não houve diferença para a síntese de 

PGE2 e PGF2α no tempo de 5 min entre os diferentes grupos. Os grupos tratados com AL quando 

comparado ao controle apresentou maior (P < 0,001) síntese de PGE2 com 24 horas (301,19  61,83 vs. 

45,59  4,00 ng/mL; respectivamente), 48 horas (272,42  56,82 vs. 48,15  6,59 ng/mL; 

respectivamente) e 72 horas (310,58  81,54 vs 97,40  22,40 ng/mL; respectivamente). A síntese de 

PGF2α foi maior (P < 0,001) nos grupo AL e AO quando comparados ao controle nos tempos de 24 

horas (151,67  17,01 e 105,71  30,86 vs. 45,89  9,86 ng/mL; respectivamente), 48 horas (112,94  

40,95 e 159,41  43,67 vs 80,10  19,10 ng/mL; respectivamente) e 72 horas (317,67  55,52 e 200,81 

 20,39 vs 98,77  21,81 ng/mL; respectivamente). A síntese de PGF2α foi menor (P < 0,001) no grupo 
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EPA + DHA quando comparado ao controle com 48 horas (7,28  0,54 vs 45,89  9,86 ng/mL; 

respectivamente) e 72 horas (11,07  0,71 vs 98,77  21,81 ng/mL; respectivamente). A razão 

PGE2/PGF2α foram maiores (P = 0,007) nos grupos CLA, AL, EPA + DHA comparados ao 

grupo controle para 24 (2,23 + 0,31; 2,04 + 0,40 e 2,32 + 0,31 vs 1,11 + 0,15; respectivamente), 

48 (3,16 + 0,68; 2,42 + 0,29 e 2,77 + 0,50 vs 0,74 + 0,15; respectivamente) e se manteve por 

72 horas apenas no grupo EPA + DHA comparado ao controle (4,19 + 1,44 vs 1,09 + 0,18; 

respectivamente). Não foi observada diferença entre os grupos para os transcritos PTGES (P = 

0,7799), PTGES2 (P = 0,8107) e PTGS2 (P = 0,4183). Foi observada uma tendência na 

abundância de PTGR4 ser maior (P = 0,1565) no grupo AL quando comparado ao EPA + DHA 

(0,0020  0,0002 vs 0,0008  0,0002; respectivamente).  Também foi observada uma tendência 

na abundância de AKR1B1 ser maior (P = 0,1618) no grupo AO quando comparado ao CLA 

(0,2625  0,0265 vs 0,1512  0,0314; respectivamente). Com 72 horas de cultivo observou-se 

uma maior (P = 0,0044) expressão relativa de PTGS2 no grupo AL comparado ao controle 

(7,4253 ± 0,5671 vs 4,4689 ± 0,4454). Observou-se maior expressão relativa para o IFNT no 

grupo AL quando comparado ao controle nos tempos de 24 horas (0,1374  0,0090 vs 0,0990 

 0,0125 respectivamente; P = 0,0216) e 72 horas (0,2336 ± 0,0126 vs 0,1293 ± 0,0103, 

respectivamente, P = 0,0031).  No tempo de 48 horas, a expressão de IFNT foi maior nos grupos 

AL, AO, EPA + DHA quando comparados ao controle (0,1699 ± 0,0294; 0,2989 ± 0,1391 e 

0,2332 ± 0,0438 vs 0,0899 ± 0.0179, respectivamente, P = 0,0103). No Experimento 2, a 

produção embrionária foi reduzida no grupo EPA + DHA no D7 e D9 (3,98  1,43 vs 14,94  3,13 vs 

2,34  1,29 vs 12,86  3,10). Não foi observada diferença entre os grupos para a expressão relativa 

do PTGES (P = 0,5496) e AKR1B1 (P = 0,1794).  A expressão relativa de PTGS2 foi maior (P 

= 0,0286) no grupo AO comparado ao grupo controle e AL (1,1090 ± 0,0833 vs 0,7109 ± 0,0748 

e 0,7068 ± 0,0577; respectivamente) e o grupo CLA não diferiu dos demais grupos.  A 

expressão de IFNT tendeu (P = 0,1148) a ser maior nos grupos CLA e AO comparado ao 

controle (0,1544 ± 0,0293 e 0,1750 ± 0,0465 vs 0,0344 ± 0,0073 respectivamente). A expressão 

de DNMT3A tendeu a ser maior (P = 0,0797) nos grupos CLA e AO comparado ao controle 

(0,0009 ± 0,0001 e 0,0012 ± 0,0005 vs 0,0001 ± 0,00008 respectivamente). No Experimento 1, 

conclui-se que a suplementação com AL no meio de cultivo das CT-1 aumenta síntese de PGE2 

com 24, 48 e 72 horas de cultivo; aumenta síntese de PGF2 com 24 e 72 horas de cultivo e 

aumenta razão PGE2/PGF2 com 24 e 48 horas e aumenta a abundância relativa dos transcritos 

PTGS2 com 72 horas de cultivo e de IFNT com 24, 48 e 72 horas de cultivo, podendo ser um 

grande aliado no RMP. No Experimento 2, conclui-se que a suplementação no meio de cultivo 

de embriões com AO aumentou a abundância de transcrito para PTGS2 e o CLA e AO tenderam 

a aumentar os transcritos para IFNT e DNMT3A, enquanto a suplementação com EPA + DHA 

afetou negativamente as taxas de produção embrionária. 

 
Palavras chaves: célula trofoblástica, embrião, prostaglandinas, ácidos graxos, prenhez, bovino. 
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ABSTRACT  

 
Early embryonic mortality (EMP) caused by failures in maternal recognition of pregnancy (RMP), 

between days 15 and 17 after fertilization, is one of the biggest causes of reproductive failures in bovine 

females. Strategies to promote RMP during this critical period are based on reducing the synthesis of 

prostaglandin F2α (PGF2α) by the maternal endometrium and/or maximizing the anti-luteolytic stimulus 

induced by the conceptus, including increasing the synthesis of prostaglandin E2 (PGE2) and interferon-

tau (IFNT). PGE2 synthesized by the maternal endometrium, embryo and trophoblastic cells has 

luteotrophic and anti-luteolytic effects; favoring the RMP. The addition of different fatty acids to cell 

cultures modifies the biosynthesis of eicosanoids, including PGE2 and PGF2α. The hypothesis is that 

supplementation with conjugated linoleic acid (CLA), linoleic acid (LA), oleic acid (OA) and 

eicosapentaenoic acid (EPA) associated with docosahexaenoic acid (DHA) increases the synthesis of 

PGE2, decreases the synthesis of PGF2α and increases the PGE2/PGF2α ratio in bovine trophoblastic 

cells (CT-1); modifies the expression of transcripts involved in the biosynthesis of PGE2 and PGF2α in 

CT-1 and bovine embryos produced in vitro; alters the expression of transcripts that favor RMP in CT-

1 and embryos, in addition to favoring the level of DNA methylation in embryos. Thus, the objective of 

Experiment 1 was to: a) evaluate the effects of supplementation with 100 µM CLA, 100 µM AL, 100 

µM AO or 50 µM EPA + 50 µM DHA on the synthesis of PGE2, PGF2α and the PGE2/PGF2α ratio in 

CT-1; b) evaluate the expression of transcripts involved in the biosynthesis of prostaglandins (PTGER4, 

PTGS2, PTGES2, PTGES, AKR1B1) and RMP (IFNT) in CT-1. Thus, the objective of Experiment 2: 

a) evaluate the effects of supplementation with 100 µM CLA, 100 µM AL, 100 µM AO or 50 µM EPA 

+ 50 µM DHA on the expression of transcripts involved in the biosynthesis of prostaglandins (PTGS2, 

PTGES and AKR1B1), in RMP (IFNT) and in the level of DNA methylation (DNMT3A) in bovine 

embryos produced in vitro and b) evaluate the embryo production rate after 7 and 9 days of culture. In 

Experiment 1, CT-1 in 6-well plates containing medium added with 10% fetal bovine serum (FBS), 

where they were cultured at 38.5°C with 5% CO2 for 5 days. CT-1 received SFB-free culture medium 

for 24 hours. Then, the wells received medium without SFB containing 100 µM CLA, 100 µM LA, 100 

µM OA or 50 µM EPA + 50 µM DHA for 5 minutes and 24, 48 and 72 hours. At the end of the cultivation, 

the medium was collected and CT-1 RNA was extracted with 1mL/well of Trizol. The concentrations of 

PGE2 and PGF2α were measured by ELISA and the transcripts were evaluated by the RT-PCR 

technique. 5 experimental repetitions were performed. Statistical analysis was performed by SAS PROC 

MIXED, considering the well as the experimental unit. In Experiment 2, ovarian follicles measuring 2 

to 10 mm from slaughtered Nelore females were aspirated using a 10 mL syringe and 18G needle. 

Oocytes with homogeneous cytoplasm and multiple layers of cumulus cells were subjected to in vitro 

maturation (IVM) in 100 μL drops containing MIV medium with 5% fetal bovine serum (FBS) under 

mineral oil, in an incubator at 38.5 ºC in an atmosphere humidified at 5% CO2 for 24 hours. After IVM, 

the oocytes were subjected to in vitro fertilization (IVF), with semen from a single Nelore bull, for 18 

hours under the same conditions as IVM (D0 = day of IVF). After IVF, probable zygotes (n = 1117) 

were allocated to 4-well plates with 700 µL of culture medium/well with 1.25% FBS, plus the following 

treatments: 100 μM conjugated linoleic acid (Group CLA; n = 223 oocytes); 100 μM linoleic acid 

(Group LA; n= 227); 100 μM oleic acid (Group OA; n = 225) or 50 μM eicosapentaenoic acid - EPA + 

50 μM docosahexaenoic acid – DHA (Group EPA + DHA; n= 219); in addition to medium without AG 

(Control Group; n = 223). Embryo production was evaluated on D7 and D9. Embryos were collected on 

D9 and transcripts were evaluated using the RT-PCR technique. 10 experimental repetitions were 

performed. Statistical analysis was performed using the SAS PROC MIXED software. In experiment 1, 

there was no difference in the synthesis of PGE2 and PGF2α within 5 min between the different groups. 

The groups treated with LA when compared to the control showed greater (P < 0.001) PGE2 synthesis 

at 24 hours (301.19 ± 61.83 vs 45.59 ± 4.00 ng/mL; respectively), 48 hours (272.42 ± 56.82 vs 48.15 ± 

6.59 ng/mL; respectively) and 72 hours (310.58 ± 81.54 vs 97.40 ± 22.40 ng/mL; respectively). PGF2α 

synthesis was greater (P < 0.001) in the LA and OA groups when compared to the control at 24 hours 

(151.67 ± 17.01 and 105.71 ± 30.86 vs 45.89 ± 9.86 ng/mL; respectively), 48 hours (112.94 ± 40.95 

and 159.41 ± 43.67 vs 80.10 ± 19.10 ng/mL; respectively) and 72 hours (317.67 ± 55.52 and 200.81 ± 

20.39 vs 98.77 ± 21.81 ng/mL respectively). PGF2α synthesis was lower (P < 0.001) in the EPA + DHA 

group when compared to the control at 48 hours (7.28 ± 0.54 vs 45.89 ± 9.86 ng/mL; respectively) and 
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72 hours (11 .07 ± 0.71 vs 98.77 ± 21.81 ng/mL respectively). The PGE2/PGF2α ratio was higher (P = 

0.007) in the CLA, LA, EPA + DHA groups compared to the control group for 24 (2.23 ± 0.31; 2.04 ± 
0.40 and 2.32 ± 0. 31 vs 1.11 ± 0.15; respectively), 48 (3.16 ± 0.68; 2.42 ± 0.29 and 2.77 ± 0.50 vs 0.74 

± 0.15; respectively) and was maintained for 72 hours only in the EPA + DHA group compared to the 

control (4.19 ± 1.44 vs 1.09 ± 0.18; respectively). No difference was observed between groups for 

PTGES (P = 0.7799), PTGES2 (P = 0.8107) and PTGS2 (P = 0.4183) transcripts. A tendency was 

observed for PTGR4 abundance to be greater (P = 0.1565) in the LA group when compared to EPA + 

DHA (0.0020 ± 0.0002 vs 0.0008 ± 0.0002; respectively).   A tendency was also observed for the 

abundance of AKR1B1 to be higher (P = 0.1618) in the OA group when compared to the CLA (0.2625 

± 0.0265 vs 0.1512 ± 0.0314; respectively). After 72 hours of cultivation, a higher (P = 0.0044) relative 

expression of PTGS2 was observed in the LA group compared to the control (7.4253 ± 0.5671 vs 4.4689 

± 0.4454). A higher relative expression for IFNT was observed in the LA group when compared to the 

control at 24 hours (0.1374 ± 0.0090 vs 0.0990 ± 0.0125 respectively; P = 0.0216) and 72 hours (0.2336 

± 0.0126 vs 0.1293 ± 0.0103, respectively, P = 0.0031).   At 48 hours, IFNT expression was higher in 

the LA, OA, EPA + DHA groups when compared to the control (0.1699 ± 0.0294; 0.2989 ± 0.1391 and 

0.2332 ± 0.0438 vs 0.0899 ± 0.0179, respectively, P = 0.0103). In Experiment 2, embryo production was 

reduced in the EPA + DHA group on D7 and D9 (3.98 ± 1.43 vs 14.94 ± 3.13 vs 2.34 ± 1.29 vs 12.86 ± 

3.10). No difference was observed between groups for the relative expression of PTGES (P = 0.5496) 

and AKR1B1 (P = 0.1794).   The relative expression of PTGS2 was higher (P = 0.0286) in the OA group 

compared to the control and LA group (1.1090 ± 0.0833 vs 0.7109 ± 0.0748 and 0.7068 ± 0.0577; 

respectively) and the CLA group did not differ from the other groups.   IFNT expression tended (P = 

0.1148) to be higher in the CLA and OA groups compared to the control (0.1544 ± 0.0293 and 0.1750 ± 

0.0465 vs 0.0344 ± 0.0073 respectively). DNMT3A expression tended to be higher (P = 0.0797) in the 

CLA and OA groups compared to the control (0.0009 ± 0.0001 and 0.0012 ± 0.0005 vs 0.0001 ± 0.00008 

respectively). In Experiment 1, it was concluded that LA supplementation in the CT-1 culture medium 

increases PGE2 synthesis after 24, 48 and 72 hours of culture; increases PGF2α synthesis at 24 and 72 

hours of culture and increases PGE2/PGF2α ratio at 24 and 48 hours and increases the relative 

abundance of PTGS2 transcripts at 72 hours of culture and of IFNT at 24, 48 and 72 hours of culture, 

and can be a great ally in the RMP. In Experiment 2, it was concluded that supplementation of the 

embryo culture medium with OA increased the transcript abundance for PTGS2 and CLA and OA tended 

to increase the transcripts for IFNT and DNMT3A, while supplementation with EPA + DHA negatively 

affected the embryonic production rates. 

 

Key words: trophoblastic cell, embryo, prostaglandins, fatty acids, pregnancy, bovine. 
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1 INTRODUÇÃO  

A eficiência na produção de carne bovina precisa progredir significativamente, nas 

próximas décadas, para atender ao aumento da população e a crescente demanda mundial por 

proteína animal. Segundo as Nações Unidas (FAO, 2009), até 2050 a produção de carne bovina 

deverá ser incrementada em 120% para alimentar uma população de 2,3 bilhões de pessoas. 

Segundo a Associação Brasileira das Indústrias Exportadoras de Carnes (ABIEC), em 2022 

foram produzidos 10,79 milhões de toneladas de equivalente carcaça (TEC), destas 3,02 

milhões de TEC foram destinadas às exportações, tornando o Brasil o maior exportador mundial 

de carne bovina.  

No sistema de produção de carne bovina, a produção de bezerros é determinante no 

montante de carne produzida.  A eficiência reprodutiva das fêmeas de corte, que devem 

apresentar um intervalo entre partos de 12 meses gerando a produção de um bezerro/matriz/ano, 

é o principal fator que limita a produtividade no sistema de cria. Diante deste cenário, a 

utilização de biotecnologias aplicadas a reprodução torna-se cada vez mais expressiva. A 

inseminação artificial (IA), inseminação artificial em tempo fixo (IATF), produção in vitro de 

embriões (PIVE) e transferência de embriões em tempo fixo (TETF) constituem poderosas 

estratégias para aumentar a eficiência reprodutiva. Atualmente, tais biotecnologias são 

mundialmente utilizadas em larga escala.  

Em fêmeas de corte, mortalidade embrionária precoce (MEP) ocasionada por falhas no 

reconhecimento materno da prenhez (RMP), no período entre 15 e 17 dias após a fecundação, 

tem sido reconhecida como um dos principais limitadores da eficiência reprodutiva (BINELLI 

et al., 2001). Para que a prenhez seja estabelecida com êxito o concepto (embrião e membranas 

anexas) deve sinalizar a sua presença ao endométrio, principalmente pela liberação de 

interferon tau (IFNT). O IFNT sintetizado e secretado pelas células trofoblásticas do concepto, 

foi caracterizado como a principal molécula envolvida no RMP (ROBINSON et al., 2006; 

EALY e YANG, 2009).   

A sinalização realizada pelo concepto durante o RMP contempla vias metabólicas 

complexas, onde inclui-se a biossíntese dos eicosanóides, especialmente as prostaglandinas 

(PGs). Considera-se que quanto maior o elongamento e comprimento do concepto, maior a 

expansão das células trofoblásticas e consequentemente maior a secreção de IFNT no lúmen 

uterino. O crescimento das células trofoblásticas amplia o aumento da área de superfície do 

concepto em contato com o epitélio endometrial, assim favorecendo o RMP. O IFNT secretado 

pelas células trofoblásticas do concepto, é lançado no lúmen uterino e interage por mecanismos 

parácrinos com as células endometriais, determinando o bloqueio na síntese de prostaglandina 
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F2α (PGF2α). Estratégias que possam favorecer a presença de conceptos mais alongados com 

maior capacidade de síntese de IFNT que sejam mais capazes de inibir as enzimas que 

participam síntese de PGF2α endometrial durante o período crítico, podem aumentar as taxas 

de prenhez. O IFNT ainda estimula nas células endometriais, células trofoblásticas e embrião 

e/ou concepto; o aumento na síntese de prostaglandina E2 (PGE2). A PGF2α exerce funções 

luteolíticas, promovendo a destruição funcional e estrutural do corpo lúteo (CL) e assim 

diminuindo as concentrações circulantes de progesterona (P4). Antagonicamente, a PGE2 

exerce efeitos luteotróficos que determinam a manutenção do CL e ainda aumenta a síntese de 

P4 pelo CL, condição fundamental para o êxito do RMP. 

Embriões bovinos, a partir do estágio de duas células, apresentam PGE2 sintases que 

conferem sua capacidade de sintetizar PGE2 (BORUSZEWSKA et al., 2019). A PGE2 

sintetizada pelo embrião e/ou concepto é adicionada ao histotrofo, definido como o meio 

nutritivo que envolve e nutre o embrião no lúmen uterino.  

Alguns ácidos graxos (AGs) específicos reconhecidamente alteram a biossíntese das 

PGs, ganhando destaque as famílias ômega-3, ômega-6 e ômega-9. O ácido linoleico conjugado 

(CLA) e ácido linoleico (AL) representam a fimília ômega-6, ácido oleico (AO) a família 

ômega-9, o ácido docosahexanóico (DHA) e ácido eicosapentaenoico (EPA) a família ômega-

3. A adição de tais AGs específicos, em uma variedade de tecidos, modificou a biossíntese de 

prostaglandinas (PGs). Embora alguns estudos tenham investigado o uso de AGs em modelos in 

vivo e in vitro, o mecanismo de ação pela qual tais AGs alteram a biossíntese das PGs, ainda é 

pouco esclarecida. 

Os referidos AGs além de exercerem efeitos na comunicação materno-fetal, também 

podem beneficar a metilação do DNA. A reprogramação epigenética é crucial durante 

desenvolvimento embrionário inicial. A manipulação de oócitos e embriões durante a produção 

in vitro de embriões bovinos, podem afetar tal reprogramação. Por exemplo, embriões bovinos 

cultivados sob estresse oxidativo apresentaram um maior nível de metilação em comparação ao 

controle nos estágios de quatro células e blastocisto (LIANG et al., 2011a). 

Considerando a necessidade de uma melhor compreensão dos mecanismos envolvidos 

no RMP, o presente estudo propõe investigar os efeitos da suplementação com AGs no meio de 

cultivo de células trofoblásticas e embriões bovinos produzidos in vitro.  Tal investigação 

baseia-se na avaliação dos AGs na síntese de PGE2, PGF2α e razão PGE2/PGF2α em células 

trofoblásticas bovinas (CT-1), e na expressão de transcritos envolvidos na biossíntese de 

prostaglandinas e no reconhecimento materno-fetal em CT-1 e embriões, e ainda os efeitos de 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/epigenetics
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/oxidative-stress
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/blastocyst
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tais AGs no nível de expressão de transcritos envolvidos na metilação do DNA dos embriões 

após 9 dias de cultivo.  

 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Mortalidade embrionária precoce em fêmeas bovinas  

 

A MEP é um dos principais fatores que afetam negativamente a performance reprodutiva 

de fêmeas de corte. Entre os dias 15 e 17 após a fecundação, período crítico em relação a RMP, 

o concepto (embrião e membranas anexas) precisa produzir competentemente moléculas que 

interagem com o endométrio inibindo a cascata de síntese de prostaglandina F2α (PGF2α) e 

consequentemente a luteólise (GOFF, 2002). A presença do concepto no útero não assegura o 

bloqueio efetivo da luteólise onde relatou-se, em fêmeas de corte durante o período crítico, 

perdas de 20 a 40% (VANROOSE et al., 2000). 

As células endometriais possuem programação predefinida para induzir a liberação 

pulsátil de PGF2α durante o período crítico. Desse modo, é necessário que o concepto remeta 

competentemente sinais anti-luteoliticos para bloquear a secreção pulsátil de PGF2α (BINELLI 

e THATCHER, 1999). A atuação do IFNT no RMP foi relacionada por Arosh et al. (2016) e 

Pate (2020). O IFNT secretado pelas células trofoblásticas do embrião e/ou concepto exerce 

através de mecanismos parácrinos, a função de previnir a secreção pulsátil de PGF2α (SPENCER 

et al., 2004b; SPENCER et al., 2007). Essa prevenção inicia-se no momento da sinalização, o 

IFNT após ser secretado no lúmen uterino se liga aos seus receptores (IFNR1 e IFNR2) na 

membrana das células endometriais. A ligação do IFNT aos seus receptores ativa a cascata de 

sinalização JAK/STAT, dando origem a formação do fator de transcrição ISGF3, esse por sua 

vez é transportado ao núcleo da célula inibindo os transcritos dos receptores de estradiol (ER) e 

consequentemente a formação dos receptores de ocitocina (OXTRs). A síntese e a ocorrência 

dos pulsos de PGF2α endometrial é impedida pela ausência de OXTRs (não ocorre a ligação da 

OT aos seus receptores), desta forma, impedindo a luteólise. Falhas em inibir a síntese de PGF2α 

determinam a MEP.   

 

2.2  Biossíntese e secreção de prostaglandinas pelo embrião 

As PGs sintetizadas pelo embrião exercem um papel fundamental no desenvolvimento 

embrionário inicial (LEWIS, 1989), a PGE2 fornece aporte para a síntese de P4 no CL, 
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fundamental para manutenção e estabelecimento da prenhez (WEEMS et al. 2006; WEEMS et 

al., 2007; WATHES et al., 2007). O embrião pré-implantação produz algumas prostaglandinas 

incluindo PGF2, PGE2 e PGI2. Hwang et al. (1988) avaliaram a metabolização do ácido 

araquidônico pelo embrião em diferentes fases de desenvolvimento. Os autores, constataram que 

os embriões bovinos produzem uma quantidade mais relevante de PGE2 antes do dia 12, PGE2 

e PGF2 entre os dias 13 e 15, e PGI2 após o dia 15 de desenvolvimento. É possível que a PGE2 

originada do embrião bovino exerça efeitos parácrinos e/ou endócrinos no oviduto e endométrio, 

modulando o ambiente para uma maior receptividade ao embrião, uma vez que vários subtipos 

do receptor para PGE2 (EP2, EP3 e EP4) acoplado à proteína G (EP) estão expressos nas células 

do oviduto bovino durante as diferentes fases do ciclo estral (GABLER et al., 2008) e em tecidos 

uterinos durante os primeiros 50 dias de prenhez (EP2 e EP3; AROSH et al., 2004). A PGE2 e 

PGI2 desempenham papéis importantes também na função do CL, considerando que a adição 

dessas PGs ao CL aumentou a secreção de P4 (TANIKAWA et al., 2005). 

De acordo com Boruszewska et al. (2019), as PGs são metabólitos do ácido 

araquidônico, esse por ação da prostaglandina-endoperóxido sintase 1 (PTGS1) ou 2 (PTGS2) 

(anteriormentente conhecidas como COX-1 e COX-2) é convertido em PGH2. A isoenzima 

PTGS1 foi encontrada em muitos tecidos, enquanto PTGS2 é uma isoforma induzível, 

participando de eventos cruciais na reprodução, como ovulação e implantação. A PGH2 é então 

convertida em PGE2 por meio das PGE sintases (PTGES1; PTGES1; PTGES3). A PGH2 é 

convertida a PGF2α através da ação de enzimas sintases (AKR1B1; AKR1C4 e AKR1C3) 

(FORTIER et al., 2008).  

.     

2.5 Efeitos dos ácidos graxos na síntese de postaglandinas  

 

A expressão de RNA mensageiro (RNAm) de cicloxigenase 2 (COX-2) e PTGES1, 

enzimas envolvidas na síntese de PGE2 em embriões, foram maiores em blastocistos e 

blastocistos expandidos comparados a mórula e estágios iniciais de blastocisto produzidos in 

vitro em novilhas holandesas. Tal evidência permite sugerir que embriões bovinos produzidos 

in vitro nos estágios de mórula e blastocisto utilizam exclusivamente a via COX-2/PTGES1 

para a biossíntese de PGE2 (SAINT-DIZIER et al., 2011). Acredita-se que possa existir uma 

relação positiva entre a biossíntese de PGE2 e a expansão do blastocele, podendo a PGE2 

também estar envolvida no desenvolvimento e eclosão do blastocisto. Além disso, a expressão 
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de COX-2 e PTGES1 foi maior em embriões de grau 1 comparado a embriões de qualidade 

inferior. Os autores sugerem que embriões de maior qualidade, apresentam maior competência 

de desenvolvimento após transferência intrauterina, e consequentemente também possui maior 

capacidade de sintetizar PGE2, proporcionando maiores chances de um RMP bemsucedido e 

uma prenhez bem estabelecida.  
A expressão de RNAm de prostaglandina F2α sintase (PGFS) e receptor da 

prostaglandina F2α (PTGFR) envolvidos na biossíntese de PGF2α foi investigada em embriões 

bovinos com base no tempo de sua primeira divisão, a expressão de PGFS e PTGFR variou 

substancialmente de acordo com o estágio de desenvolvimento do embrião pré-implantacional, 

bem como sua qualidade (GRYCMACHER et al., 2019). Os mesmos autores sugerem que 

existe uma via regulatória autócrina para a PGF2α, que é mais evidente em embriões de 

clivagem tardia, ou seja, embriões que possuem seu desenvolvimento atrasado possui menores 

chances após transferência de estabelecerem com sucesso a prenhez, pois possuem uma maior 

expressão de PGFS e PTGFR. 

A síntese de PGF2 e PGE2 no tecido endometrial e células endometriais foi muito bem 

esclarecida e compreendida. No entanto, a síntese de PGF2 e PGE2 em embriões, conceptos 

e celulas trofoblásticas foi pouco estudada e compreendida. O uso de diferentes ácidos graxos 

pode alterar a proporção de PGF2 e PGE2 produzidas nas células trofoblásticas, embriões e 

conceptos. Diante do exposto, um aumento na expressão de mRNA envolvidos na biossíntese 

de PGE2 e uma diminuição de mRNA envolvidos na biossíntese de PGF2α pode favorecer o 

RMP, uma vez que a cascata de síntese de PGE2 seria beneficiada. 

 

2.3 Importância das células trofoblásticas no RMP 

 

Nas fêmeas ruminantes, o concepto antes mesmo de sua adesão e implantação no útero 

possui um desenvolvimento expressivo. No período de pré-implantação o blastocisto perde sua 

conformidade esférica e torna-se elongado adquirindo uma forma filamentosa. Essa mudança é 

mediada exclusivamente pela secreção epitelial endometrial e pelo transporte seletivo de 

moléculas, especialmente fatores de crescimento, íons, glicose, aminoácidos (SPENCER et al., 

2004a; SPENCER et al., 2007). A secreção proveniente das glândulas uterinas, denominada de 

histotrófo, é requerida para a proliferação e expansão das células trofoblásticas e elongação do 

concepto (THATCHER et al., 2001; INSKEEP e DAILEY, 2005). Assume-se que quanto mais 

enriquecido o histotrofo, maiores são as possibilidades de elongamento e produção de IFNT pelo 

concepto. 
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Com a expansão e o aumento das células trofoblásticas a área de superfície de contato de 

tais células com o epitélio uterino é favorecida. O maior contato das celulas com o epitélio 

uterino determina um aumento na produção de IFNT, principal fator envolvido no 

reconhecimento materno-fetal na espécie bovina (ROBINSON et al., 2006; EALY e YANG, 

2009).  O IFNT é secretado pelas células trofoblásticas e exerce papel cruscial no 

estabelecimento e manutenção da prenhez em fêmeas ruminantes, sendo que sua ação previne a 

secreção pulsátil de PGF2α e a luteólise (SPENCER et al., 2004b; SPENCER et al., 2007). 

 O IFNT também estimula a síntese endometrial de PGE2 que exerce funções 

luteotróficas (ASSELIN et al., 1997; AROSH et al., 2004). Ele também exerce efeitos 

promotores no desenvolvimento do concepto (KIM et al., 2003; CHENG et al., 2006; BAZER 

et al., 2009), promove aumento na expressão de proteínas transportadoras de glicose e a 

aminoácidos, importantes para a passagem de tais moléculas para o lúmen uterino (GAO et al., 

2009), atua na regulação da resposta imune sistêmica e uterina da prenhez (GIFFORD et al., 

2007; GIFFORD et al., 2008). Durante a expansão e proliferação das células trofoblásticas 

ocorre a dinâmica de produção e liberação de IFNT, fator cruscial para o desenvolvimento e 

elongação do concepto, antes que ocorra a adesão uterina. A maior produção de IFNT coincide 

com a rápida elongação do concepto que acontece de 14 a 15 dias de prenhez (EALY et al., 

2001; ROBINSON et al., 2006). 

As células trofoblásticas bovinas (CT-1), responsáveis pela síntese de IFNT e PGE2 

ambos envolvidos na dinamica do reconhecimento materno da prenhez, constituem uma 

linhagem de células imortalizadas derivadas de blastocistos bovinos cultivados in vitro, 

caracterizando um interessante e exclusivo modelo biológico de estudo para o maior 

entendimento dos mecanismos envolvidos no reconhecimento materno da prenhez. Portanto, a 

utilização de células CT-1 em associação com embriões produzidos in vitro para descrever os 

mecanismos de ação ocasionados pela adição de ácidos graxos no meio de cultivo sobre a 

síntese de PGF2 e PGE2, assim como na transcrição de alguns genes envolvidos na biossíntese 

de prostaglandinas e no reconhecimento materno da prenhez torna-se extremamente inédito. 

Considerando o impacto das perdas econômicas ocasionadas pela mortalidade embrionária 

precoce em fêmeas bovinas sobre a lucratividade dos empreendimentos na fase de cria em 

fêmeas bovinas de corte, caso venha a ser comprovado um efeito benéfico da suplementação 

com ácidos graxos em células CT-1 e/ou em embriões bovinos produzidos in vitro, tal conceito 

possibilitará a determinação de estratégias a campo que possam reduzir a mortalidade 
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embrionária precoce e, desta forma, melhorar as taxas de concepção em programas de IATF e 

TETF.   

 

2.4 Uso de ácidos graxos específicos como moduladores da síntese de prostaglandinas   

 

Os AGs possuem impactos benéficos sobre a fertilidade e a capacidade de modificar 

vias metabólicas específicas, regulam o metabolismo de alguns hormônios, como os esteroides 

e eicosanoides, modifica processos metabólicos e funcionais no ovário e útero, transcrição de 

genes codificadores de proteínas envolvidas na reprodução e controle celular (BURR, 1930).  

Os Ácidos Graxos Poliinsaturados (AGPI), como DHA e EPA, ambos da família ômega 

3, podem ser capazes de suprimir a biossíntese e a liberação de PGF2α endometrial. Acredita-

se que exista uma relação de proporção ideal entre ambos para estimular ou inibir a produção 

de PGF2α, porém os dados sobre essa proporção são escassos (WATHES et al., 2007). A síntese 

de PGF2 endometrial em bovinos é inibida após exposição a ácidos graxos poliinsaturados 

(AGPI) de cadeia longa (MATTOS et al., 2003, CALDARI-TORRE et al., 2006) e a liberação 

uterina de PGF2α é reduzida em vacas alimentadas com farinha de peixe e linhaça ricas em 

AGPI das famílias ômega 3 e 6 (THATCHER et al., 1997; CHENG et al., 2001). 

Os AGPI da família ômega 6, especialmente o ácido linoleico (AL) e ácido linoleico 

conjugado (CLA), reconhecidamente ocasionam modulações na biossíntese de eicosanóides 

incluindo as PGs.  De acordo com Moussavi et al., (2013), as concentrações de PGE2 e PGF2α 

foram moduladas, tendo sua concentração diminuída significativamente em meio de cultura de 

células epiteliais endometriais bovinas quando expostas a quantidades > 50 μM de CLAs por 

24 horas. Entretanto, segundo Cheng et al., (2003), em células endometriais de ovelhas, com 

ou sem ocitocina ou lipopolissacarídeo, o CLA dose-dependente também foi capaz de modular 

a síntese de PGs, onde houve uma diminuição da geração de PGF2α, enquanto baixas doses de 

CLA 20 μM aumentaram a geração de PGE2. 

Em estudo realizado por Mattos et al. (2003), após a exposição de células BEND ao 

EPA por 24 horas houve uma inibição da síntese de PGF2α de modo dose dependente, onde a 

dose de 10 a 20 μM inibiu a liberação de PGF2α. Estudos correlacionam principalmente o papel 

desses ácidos graxos na modulação da síntese de PGF2α, a qual desencadeia luteólise e possui 

efeitos embriotóxicos diretos durante o início da gestação (INSKEEP, 2004). O ácido alfa 

linolênico (ALA) é um precursor do EPA e DHA, que inibem a atividade da ciclooxigenase e 

consequentemente síntese de PGF2α (YAQOOB; CALDER, 2007). Assim, a suplementação 
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com AGs foi associada à redução das perdas de prenhez em vacas leiteiras (THATCHER et al., 

1997; MATTOS et al., 2000). 

Algumas estratégias utilizando os AGPI da família ômega 6, vem sendo investigadas 

por esse grupo (Processos FAPESP 2016/02805-4 e 2018/24168-1). Dentre os principais 

trabalhos com AL realizados por esse grupo, como principal fonte de AGPI adicionado à dieta, 

destacamos o estudo de Cordeiro et al. (2015). Tal estudo, utilizou vacas Nelore multíparas de 

40 a 60 dias pós-parto suplementadas com 1,7 kg/vaca/dia de dieta contendo 60% de semente 

de girassol (principal fonte de ômega-6) e 40% de farelo de soja por 21 dias imediatamente 

após a IATF. Observou-se um aumento de 18,91% na taxa de prenhez, quando comparado ao 

grupo controle alimentado com 1,7 kg/vaca/dia de dieta contendo 47% de farelo de milho e 

53% de farelo de soja (66,67% vs. 47,76% respectivamente). Em estudo complementar, 

Cordeiro et al. (2015) realizaram a mesma suplementação em novilhas mestiças zebuínas 

submetidas a TETF e observaram um aumento na taxa de concepção de 18,72% nas vacas 

suplementadas com semente de girassol comparado ao grupo controle (55,66% vs. 36,94% 

respectivamente).   

O AL é convertido em AA pela ação das enzimas elongase e dessaturase. A série de PG 

a ser produzida depende da quantidade do substrato disponível. É possível aumentar a produção 

de PGF2α quando se aumenta a disponibilidade de AA (STAPLES et al., 1998). Sugere-se que 

exista uma relação entre a proporção de ácidos graxos poliinsaturados e a ação dos mesmos, 

inibindo ou estimulando a produção de PGF2α, porém não foram encontrados estudos citando 

especificamente a melhor relação entre ambos na dieta (WATHES et al., 2007). Uma maior 

compreensão dos mecanismos de ação dos AGPI na biossíntese das PGs embrionárias torna-se 

fundamental para que possam ser criadas estratégicas para melhorar o crescimento e 

desenvolvimento embrionário favorecendo as taxas de prenhez. 

 

2.5 Uso de ácidos graxos específicos como promotores de modificações epigenéticas 

Modificações epigenéticas, como a modificação de histonas e a metilação do DNA, não 

alteram as sequências do DNA (CANOVAS et al., 2017). Mudanças na metilação do DNA são 

altamente reguladas e ocorrem de maneira coordenada ao longo do desenvolvimento 

embrionário, por meio da desmetilação de genes específicos e da “nova” metilação para garantir 

a expressão adequada dos genes necessários para cada estágio de desenvolvimento e para a 

formação de tecidos e órgãos especializados. A metilação do DNA ocorre na posição 5 do CpG 

dinucleotídeo (5-mC) e está relacionada com a impressão genética e repressão da transcrição. 
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As DNA metiltransferase (DNMTs) são responsáveis por introduzir um grupo metil ao resíduo 

citosina (C5) no DNA Em células de mamíferos, DNMT3A e DNMT3B estão comumente 

envolvidos na nova metilação que é fielmente mantida por DNMT1 (SEISENBERGER et al., 

2013).   

A família das DNMT3s é composta por três genes principais: DNMT3A, DNMT3B e 

DNMT3L. Estudos utilizando modelos de inativação gênica em camundongos e células-tronco 

embrionárias demonstraram que tanto DNMT3A quanto DNMT3B são essenciais para a "de 

novo" metilação do genoma durante a embriogênese e são críticos para o desenvolvimento dos 

mamíferos (OKANO et al., 1998; 1999; HERMANN et al., 2004). Especificamente, a 

inativação de DNMT3A e DNMT3B resulta na desorganização da "nova" metilação durante o 

desenvolvimento embrionário inicial ocasionando morte embrionária nesse período, mas não 

provoca efeito perceptível na manutenção dos padrões de metilação preexistentes s (OKANO 

et al., 1999). Isso sugere que outras enzimas, como DNMT1, são responsáveis pela manutenção 

desses padrões após a metilação inicial. Portanto, DNMT3A e DNMT3B desempenham papéis 

essenciais no estabelecimento de padrões de metilação durante a embriogênese, garantindo a 

expressão gênica apropriada para o desenvolvimento normal dos mamíferos.  

A dinâmica da metilação do DNA durante a pré-implantação embrionária tem sido 

identificada como espécie específica (DESHMUKH et al., 2011). A reprogramação epigenética 

é altamente crucial durante o desenvolvimento embrionário inicial. Assim, qualquer falha em 

tal reprogramação, como uma alteração no padrão de metilação, resulta em prejuízos na 

ativação genômica embrionária e na diferenciação das células embrionárias (LIANG et al., 

2011; SALILEW-WONDIM et al., 2018). Vários fatores ambientais, incluindo o estresse 

oxidativo, podem influenciar a metilação do DNA em embriões. Estudos mostraram que 

embriões bovinos cultivados sob condições de estresse oxidativo apresentam alterações 

significativas nos padrões de metilação quando comparados a embriões controle nos estágios 

de 4 células e blastocistos (LI et al., 2016). Alguns estudos permitiram verificar que em oócitos 

expostos ao estresse térmico pelo calor ocorre um aumento intracelular de espécies reativas de 

oxigênio (ROS) que induz a efeitos adversos na produção embrionária (LI et al., 2015; 

NABENISHI et al., 2021). O estresse oxidativo pode causar danos às células por meio da 

produção excessiva de radicais livres e espécies reativas de oxigênio, que podem interferir nas 

vias bioquímicas e moleculares envolvidas na regulação da metilação do DNA. Isso pode 

resultar em alterações epigenéticas que têm impacto direto no desenvolvimento embrionário. 

 O CLA se comporta com um eliminador de radicais, aumentando o nível intracelular 

de glutationa reduzida (GSH) e diminuindo o ROS (BASIRICÒ et al., 2015). Verificou-se que 
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a adição de CLA na MIV aumenta a competência de desenvolvimento do oócito bovino 

exercendo um efeito benéfico na taxa de blastocisto de oócitos bovinos submetidos ao estresse 

pelo calor (LAPA et al., 2011; ABAZARIKIA et al., 2020; ABAZARIKIA et al., 2021).  Em 

resumo, o CLA parece exercer efeitos benéficos aumentando a competência de 

desenvolvimento dos oócitos bovinos, possivelmente através de sua capacidade de reduzir o 

estresse oxidativo e melhorar o ambiente celular durante o cultivo in vitro. Esses achados são 

promissores para aplicações futuras na reprodução assistida e na melhoria da eficiência dos 

programas de fertilização in vitro em bovinos e possivelmente em outras espécies. 

Mais estudos na perspectiva da alteração do epigenoma tornam-se muito interessantes 

para elucidar os mecanismos subjacentes de tais efeitos.  Assim propõe-se no presente estudo 

avaliar nos embriões suplementados com diferentes ácidos graxos o nível de metilação do DNA 

de blastocistos obtidos pelo nível de expressão do gene DNMT3a. 

 
2 HIPÓTESE 

Conforme ilustrado na Figura 1, a hipótese do experimento 1 é que a suplementação 

com 100 µM CLA, 100 µM AL, 100 µM AO ou 50 µM EPA + 50 µM DHA no meio de cultura de 

CT-1 aumenta a síntese de PGE2, diminui a síntese de PGF2α, aumenta a razão PGE2/PGF2α 

e aumenta a expressão de transcritos envolvidos na biossíntese de PGE2 (PTGER4, PTGS2, 

PTGES2, PTGES), diminui o transcrito envolvido na síntese de PGF2α (AKR1B1) e aumenta o 

transcrito envolvido no reconhecimento materno da prenhez (IFNT). 

 
Fonte: elaborado pelo autor 

Figura 1. Modelo da hipótese. A suplementação com 100 µM CLA, 100 µM AL, 100 µM AO ou 50 µM 

EPA + 50 µM no meio de cultura de CT-1 aumenta a síntese de PGE2, diminui a síntese de PGF2α e aumenta a 

razão PGE2/ PGF2α; aumenta os transcritos envolvidos na cascata de síntese da PGE2 (PTGER4, PTGS2, 
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PTGES2, PTGES), diminui o transcrito envolvido na cascata de síntese da PGF2α (AKR1B1) e aumenta o 

transcrito envolvido no RMP (IFNT) em células CT-1  

 

Conforme ilustrado na Figura 2, a hipótese do experimento 2 é que a suplementação 

com100 µM CLA, 100 µM AL, 100 µM AO ou 50 µM EPA + 50 µM DHA, no meio de cultura 

de embriões bovinos produzidos in vitro aumenta os transcritos envolvidos na cascata de síntese 

da PGE2 (PTGS2 e PTGES2), diminui o transcrito envolvido na cascata de síntese da PGF2α 

(AKR1B1) e aumenta o transcrito envolvido no RMP (IFNT) e mantém o nível de expressão 

para o transcrito envolvido na metilação do DNA (DNMT3A) e aumenta a produção 

embrionária com 7 e 9 dias de cultivo. 

 

 
Fonte: elaborado pelo autor 

Figura 2. Modelo esquemático da hipótese do experimento 2. A suplementação com com100 µM CLA, 100 

µM AL, 100 µM AO ou 50 µM EPA + 50 µM DHA no meio de cultura de embriões bovinos, aumenta os transcritos 

envolvidos na síntese de PGE2 (PTGS2, PTGES), diminui os transcritos envolvidos na síntese de PGF2α 

(AKR1B1), aumenta os transcritos envolvidos no reconhecimento materno fetal (IFNT),  mantém os transcritos 

envolvidos na metilação do DNA (DNMT3A) e aumenta a produção embrionária com 7 e 9 dias de cultivo.   

 

 

3 OBJETIVOS 

 

No Experimento 1 objetiva-se: a) avaliar os efeitos da suplementação com 100 µM 

CLA, 100 µM AL, 100 µM AO ou 50 µM EPA + 50 µM DHA na síntese de PGE2, PGF2α e 

na razão PGE2/PGF2α em CT-1; b) avaliar a expressão de transcritos envolvidos na biossíntese 

de prostaglandinas (PTGER4, PTGS2, PTGES2, PTGES, AKR1B1) e no RMP (IFNT) em CT-

1. 
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No Experimento 2 objetiva-se: a) avaliar os efeitos da suplementação com 100 µM 

CLA, 100 µM AL, 100 µM AO ou 50 µM EPA + 50 µM DHA na expressão de transcritos 

envolvidos na biossíntese de prostaglandinas (PTGS2, PTGES e AKR1B1), no RMP (IFNT) e 

no nível de expressão de transcritos envolvidos na metilação do DNA (DNMT3A) em embriões 

bovinos produzidos in vitro e b) avaliar a taxa de produção embrionária com 7 e 9 dias de 

cultivo.  
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RESUMO 

A PGE2 e PGF2α são sintetizadas pelo endométrio materno e células trofoblásticas do embrião 

(CT-1). A PGE2 exerce efeitos luteotróficos que favorecem o reconhecimento materno da 

prenhez (RMP) enquanto a PGF2α exerce ações luteolíticas. Ácidos graxos (AG) específicos 

alteram a biossíntese das prostaglandinas. Modificações que resultem no aumento síntese de 

PGE2, diminuição na síntese de PGF2α e/ou aumento da razão PGE2/PGF2α; podem beneficiar 

o embrião no RMP. Objetivou-se avaliar os efeitos da suplementação com AG específicos no 

meio de cultivo das CT-1 na síntese de PGE2, PGF2α e na razão PGE2/PGF2α. As CT-1 foram 

cultivadas por 24 dias em garrafas de cultivo, a 38,5°C em atmosfera umidificada com 5% de 

CO2. Após, foram transferidas para placas de 6 poços 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, os poços receberam meio sem SFB contendo 100 µM 

de ácido linoleico conjugado (CLA), 100 µM de ácido linoleico (AL), 100 µM de ácido oleico 

(AO) ou 50 µM de ácido eicosapentaenoico (EPA) + 50 µM de ácido docosahexaenoico (DHA) 

durante 5 minutos, 24, 48 e 72 horas; em um total de 5 replicatas.  As concentrações de PGE2 

e PGF2α foram determinadas por ELISA e a abundância dos transcritos por RT-qPCR. A 

análise estatística foi realizada pelo PROC MIXED do SAS, considerando o poço a unidade 

experimental. Não houve diferença estatística para a síntese de PGE2 e PGF2α no tempo de 5 

minutos entre os diferentes grupos. No grupo tratado com AL comparado ao controle, observou-

se uma maior (P<0,001) síntese de PGE2 após 24 (301,19  61,83 vs 45,59  4,00 ng/mL 

respectivamente), 48 (272,42  56,82 vs 48,15  6,59 ng/mL respectivamente) e 72 horas 

(310,58  81,54 vs 97,40  22,40 ng/mL respectivamente). A síntese PGF2α foi maior (P < 

0,001) no grupo AL e AO quando comparado ao controle nos tempos 24 (151,67 + 17,01 e 

105,71 + 30,86 vs 45,89 + 9,86 ng/mL respectivamente), 48 (112,94 + 40,95 e 159,41 + 43,67 

vs 80,10 + 19,10 ng/mL respectivamente) e 72 horas (317,67 + 55,52 e 200,81 + 20,39 vs 98,77 

+ 21,81 ng/mL respectivamente). A síntese de PGF2α foi menor (P<0,001) no grupo 

EPA+DHA comparado ao grupo controle em 48 (7,28 + 0,54 vs 45,89 + 9,86 ng/mL 

respectivamente) e 72 horas (11,07 + 0,71 vs 98,77 + 21l,81 ng/mL respectivamente).  A razão 

PGE2/PGF2α foram maiores (P = 0,007) nos grupos CLA, AL, EPA+DHA comparados ao 

grupo controle para 24 (2,23 + 0,31; 2,04 + 0,40 e 2,32 + 0,31 vs 1,11 + 0,15 respectivamente), 

48 (3,16 + 0,68; 2,42 + 0,29 e 2,77 + 0,50 vs 0,74 + 0,15 respectivamente) e se manteve por 72 

horas apenas no grupo EPA + DHA comparado ao controle (4,19 + 1,44 vs 1,09 + 0,18 

respectivamente). Não foi observada diferença entre os grupos para os transcritos PTGES (P = 

0,7799), PTGES2 (P = 0,8107) e PTGS2 (P = 0,4183). Foi observada uma tendência na 

abundância de PTGR4 ser maior (P = 0,1565) no grupo AL quando comparado ao EPA + DHA 

(0,0020  0,0002 vs 0,0008  0,0002; respectivamente).  Também foi observada uma tendência 

na abundância de AKR1B1 ser maior (P = 0,1618) no grupo AO quando comparado ao CLA 

(0,2625  0,0265 vs 0,1512  0,0314; respectivamente). Com 72 horas de cultivo observou-se 

uma maior (P = 0,0044) expressão relativa de PTGS2 no grupo AL comparado ao controle 

(7,4253 ± 0,5671 vs 4,4689 ± 0,4454). Observou-se maior expressão relativa para o IFNT no 

grupo AL quando comparado ao controle nos tempos de 24 horas (0,1374  0,0090 vs 0,0990 

 0,0125 respectivamente; P = 0,0216) e 72 horas (0,2336 ± 0,0126 vs 0,1293 ± 0,0103 

respectivamente; P = 0,0031).  No tempo de 48 horas, a expressão de IFNT foi maior nos grupos 

AL, AO, EPA + DHA quando comparados ao controle (0,1699 ± 0,0294; 0,2989 ± 0,1391 e 

0,2332 ± 0,0438 vs 0,0899 ± 0.0179 respectivamente; P = 0,0103). Conclui-se que a 

suplementação com AL no meio de cultivo de células trofoblásticas bovinas (CT-1) aumenta 

síntese de PGE2 com 24, 48 e 72 horas de cultivo; aumenta síntese de PGF2 com 24 e 72 

horas de cultivo e aumenta razão PGE2/PGF2 com 24 e 48 horas e aumenta a abundância 
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relativa dos transcritos PTGS2 com 72 horas de cultivo e de IFNT com 24, 48 e 72 horas de 

cultivo, podendo ser um grande aliado no RMP. 

 

Palavras-chave: ácido graxos, prostaglandina, células trofoblásticas, bovino. 
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ABSTRACT 

PGE2 and PGF2α are synthesized by the maternal endometrium and trophoblastic cells of the 

embryo (CT-1). PGE2 exerts luteotrophic effects that favor maternal recognition of pregnancy 

(RMP) while PGF2α exerts luteolytic actions. Specific fatty acids (FA) alter the biosynthesis 

of prostaglandins. Modifications that result in increased PGE2 synthesis, decreased PGF2α 

synthesis and/or increased PGE2/PGF2α ratio; can benefit the embryo in RMP. The objective 

was to evaluate the effects of supplementation with specific FAs in the CT-1 culture medium 

on the synthesis of PGE2, PGF2α and the PGE2/PGF2α ratio. CT-1s were cultivated for 24 

days in culture bottles at 38.5°C in a humidified atmosphere with 5% CO2. Afterwards, they 

were transferred to 6-well plates containing medium added with 10% fetal bovine serum (FBS), 

where they were cultured for 5 days. CT-1 received SFB-free culture medium for 24 hours. 

Then, the wells received SFB-free medium containing 100 µM conjugated linoleic acid (CLA), 

100 µM linoleic acid (LA), 100 µM oleic acid (OA), or 50 µM eicosapentaenoic acid (EPA) + 

50 µM docosahexaenoic acid (DHA) for 5 minutes, 24, 48 and 72 hours; in a total of 5 

replicates. The concentrations of PGE2 and PGF2α were determined by ELISA and the 

abundance of transcripts by RT-qPCR. Statistical analysis was performed by SAS PROC 

MIXED, considering the well as the experimental unit. There was no statistical difference for 

the synthesis of PGE2 and PGF2α within 5 minutes between the different groups. In the group 

treated with LA compared to the control, a greater (P<0.001) synthesis of PGE2 was observed 

after 24 (301.19 ± 61.83 vs 45.59 ± 4.00 ng/mL respectively), 48 (272 .42 ± 56.82 vs 48.15 ± 

6.59 ng/mL respectively) and 72 hours (310.58 ± 81.54 vs 97.40 ± 22.40 ng/mL respectively). 

PGF2α synthesis was higher (P < 0.001) in the LA and OA groups when compared to the control 

at times 24 (151.67 ± 17.01 and 105.71 ± 30.86 vs 45.89 ± 9.86 ng/mL respectively), 48 (112.94 

± 40.95 and 159.41 ± 43.67 vs 80.10 ± 19.10 ng/mL respectively) and 72 hours (317.67 ± 55.52 

and 200.81 ± 20.39 vs 98.77 ± 21.81 ng/mL respectively). PGF2α synthesis was lower 

(P<0.001) in the EPA+DHA group compared to the control group at 48 (7.28 ± 0.54 vs 45.89 

± 9.86 ng/mL respectively) and 72 hours (11. 07 ± 0.71 vs 98.77 ± 21l.81 ng/mL respectively). 

The PGE2/PGF2α ratio was higher (P = 0.007) in the CLA, AL, EPA+DHA groups compared 

to the control group for 24 (2.23 ± 0.31; 2.04 ± 0.40 and 2.32 ± 0. 31 vs 1.11 ± 0.15 respectively), 

48 (3.16 ± 0.68; 2.42 ± 0.29 and 2.77 ± 0.50 vs 0.74 ± 0.15 respectively) and was maintained 

for 72 hours only in the EPA + DHA group compared to the control (4.19 ± 1.44 vs 1.09 ± 0.18 

respectively). No difference was observed between the groups for PTGES (P = 0.7799), 

PTGES2 (P = 0.8107) and PTGS2 (P = 0.4183) transcripts. A tendency was observed for 

PTGR4 abundance to be greater (P = 0.1565) in the LA group when compared to EPA + DHA 

(0.0020 ± 0.0002 vs 0.0008 ± 0.0002; respectively). A tendency was also observed for the 

abundance of AKR1B1 to be higher (P = 0.1618) in the OA group when compared to the CLA 

(0.2625 ± 0.0265 vs 0.1512 ± 0.0314; respectively). After 72 hours of cultivation, a higher (P 

= 0.0044) relative expression of PTGS2 was observed in the AL group compared to the control 

(7.4253 ± 0.5671 vs. 4.4689 ± 0.4454). A higher relative expression for IFNT was observed in 

the LA group when compared to the control at 24 hours (0.1374 ± 0.0090 vs 0.0990 ± 0.0125 

respectively; P = 0.0216) and 72 hours ( 0.2336 ± 0.0126 vs 0.1293 ± 0.0103 respectively; At 

48 hours, IFNT expression was higher in the LA, OA, EPA + DHA groups when compared to 

the control (0.1699 ± 0.0294; 0.2989 ± 0.1391 and 0.2332 ± 0.0438 vs 0.0899 ± 0.0179 

respectively; It is concluded that LA supplementation in the culture medium for bovine 

trophoblastic cells (CT-1) increases PGE2 synthesis at 24, 48 and 72 hours of culture; increases 

PGF2α synthesis at 24 and 72 hours of culture and increases PGE2/PGF2α ratio at 24 and 48 

hours and increases the relative abundance of PTGS2 transcripts at 72 hours of culture and of 

IFNT at 24, 48 and 72 hours of culture, and can be a great ally in the RMP. 

 

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

A mortalidade embrionária precoce (MEP), causada por falhas no reconhecimento 

materno da prenhez (RMP), leva ao insucesso no estabelecimento da prenhez entre os dias 15 

e 17 após a fecundação, esse designado de “período crítico” (BINELLI et al., 2001). Quando o 

RMP ocorre com êxito, a funcionalidade do corpo lúteo (CL) e as elevadas concentrações 

circulantes de progesterona (P4) são preservadas (GOFF, 2002; SPENCER et al., 2007).  

A MEP é estabelecida pela incompetência do concepto em inibir a síntese de 

prostaglandina F2α (PGF2α) endometrial e consequentemente a luteólise. Após a eclosão da 

zona pelúcida, por volta 8º dia de desenvolvimento do embrião, o blastocisto começa a adquirir 

uma forma tubular que mantém até o 11º dia. No 12º dia, ocorre um intenso processo de 

alongamento do concepto (embrião e membranas anexas), que atinge um comprimento de 

aproximadamente 100 mm no 14º dia e 250 mm 17º dia de desenvolvimento  (SPENCER et al., 

2007). O intenso alongamento é observado até o 19º dia, processo caracterizado pelo 

desenvolvimento do trofoblasto decorrente da notória expansão das células trofoblásticas. 

Durante a expansão, ocorre um aumento na atividade metabólica das células trofoblásticas 

resultando em um aumento na secreção de interferon-tau (IFNT)  (THATCHER et al., 2001; 

MANN et al., 2023). A síntese de RNAm para o IFNT tem início no dia 4 do estágio de 

desenvolvimento embrionário, quando o embrião apresenta 16 células, resultante da fertilização 

in vitro (YAO et al., 2009). A expressão apresenta seu fim com a implantação, uma vez que o 

contato do trofoblasto com o endométrio cessa a produção de IFNT (DEMMERS; DERECKA; 

FLINT, 2001). 

O IFNT foi caracterizado como a principal molécula envolvida no RMP em fêmeas 

ruminantes, e age inibindo o desencadeamento da luteólise (EALY; YANG, 2009; ROBINSON 

et al., 2006). O IFNT inibe a síntese pulsátil de PGF2α e simultaneamente aumenta a síntese de 

prostaglandina (PGE2) endometrial, protegendo o CL da luteólise (AROSH; BANU; 

MCCRACKEN, 2016). A PGE2 juntamente com IFNT, determinam ações luteotróficas, 

garantindo altas concentrações circulantes de P4 durante o período crítico, uma vez que o CL é 

preservado, condição fundamental para o estabelecimento da prenhez (TANIKAWA et al., 

2005). Além das ações anti-luteolíticas, o IFNT aumenta no endométrio a expressão de genes 

específicos, denominados de ISGs. Tais genes regulam a receptividade uterina para a 

implantação e desenvolvimento do concepto (STAGGS et al., 1998;SPENCER et al., 2004). 

Falhas no RMP decorrem da incompetência do concepto em sinalizar sua presença ao 

endométrio materno, principalmente em relação a produção de IFNT. 
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As prostaglandinas (PGs) são reguladores importantes de diversas funções reprodutivas; 

incluindo luteólise, ovulação e RMP (POYSER, 1995). Em fêmeas bovinas as células 

endometriais, embrião e concepto são responsáveis pela secreção de PGF2α e PGE2 

(MIYAMOTO; JAN SKARZYNSKI; OKUDA, 2000; MURAKAMI et al., 2001). Estratégias 

para reduzir a MEP tornam-se de interesse e objetivam reduzir a capacidade de síntese de 

PGF2α e aumentar a síntese de PGE2 pelo endométrio materno e/ou maximizar o estímulo anti-

luteolítico induzido pelo concepto, incluindo o aumento da capacidade de síntese de PGE2 pelo 

concepto.  

Reconhecidamente os acidos graxos (AGs) podem modular a biossíntese de PGs 

endometrial e embrionária (HWANG et al., 1988; CHENG et al., 2003; MOUSSAVI et al. 

2013), entretanto, os mecanismos pelo quais a biossíntese é modulada ainda é pouco 

esclarecido. O ácido linoleico conjugado (CLA), especialmente cis-9, trans-11 (c9, t11) e trans-

10, cis-12 (t10, c12), determina modificações na via metabólica do ácido graxo poliinsaturado 

n-6 na biossíntese de eicosanóides, podendo alterar a proporção de PGF2 e PGE2 produzidas 

em células endometriais (HWANG et al., 1988; CHENG et al., 2003; MOUSSAVI et al. 2013). 

Em meio de cultura de células epiteliais endometriais bovinas, expostas a quantidades maiores 

que 50 μM de CLAs por 24 horas, as concentrações de PGE2 e PGF2 diminuíram 

significativamente. O CLA t10, c12 promoveu diminuição na produção de PGs de forma mais 

acentuada do que o CLA c9, t11 (MOUSSAVI et al. 2013). Porém, em células endometriais de 

ovelhas, com ou sem ocitocina ou lipopolissacarídeo, o CLA de forma dose-dependente 

suprimiu a síntese de PGF2 e a concentração de 20 μM de CLA aumentou a síntese de PGE2 

(CHENG et al., 2003). Adicionalmente, o estudo revelou que o CLA aumentou a razão de 

PGE2/PGF2 em células endometriais, destacando potencial do CLA na regulação das PGs.  

Assim a ação dos AGs na síntese de PGs foi bastante avaliada em células endometriais, porém 

tal ação em embriões e conceptos foi muito pouco estudada.     

Lourenço et al., (2022), constatou que a suplementação do meio de cultivo de células 

trofoblásticas bovinas (CT-1) nas concentrações de 10, 20, 50 e 100 µM de CLA (uma mistura 

de ácido cis- e trans-9,11- e -10,12-octadecadienoico) promoveu redução da síntese de PGF2,  

e redução da síntese de PGF2  síntese de PGE2 com 24 e 72 horas de cultivo, entretanto, 

observou-se um aumento da razão PGE2/PGF2 em todas as concentrações testadas. 

Adicionalmente, Lourenço et al. (2022) constatou que o ácido oleico (AO) também 

proporcionou modificações na síntese de PGs, onde o AO na concentração de 1.000 µM 

diminuiu a síntese de PGF2 e aumentou a síntese de PGE2 após 72 horas de cultivo. 
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Meier et al.  (2009) avaliaram os efeitos do ácido graxo eicosapentaenóico (EPA), ácido 

graxo docosahexaenóico (DHA) e ácido linoleico (AL) na síntese de PGF2α e PGE2 

endometrial e do tecido trofoblástico de ovelhas durante uma breve cultura. Os AGs não 

modificaram a síntese de PGF2α e PGE2 no endométrio de fêmeas D16, estando as mesmas 

prenhes ou não. Também observaram que tais AGs não modificaram a síntese de PGF2α e 

PGE2 no endométrio e células trofoblásticas no D17. Poucos estudos investigaram o efeito da 

suplementação de AGs específicos no meio de cultura de células do trofectoderma cultivadas 

in vitro. 

A hipótese é que a suplementação com CLA, AL, AO ou EPA + DHA no meio de 

cultivo de células trofoblásticas bovinas (CT-1) reduz a síntese de PGF2,  aumenta síntese de 

PGE2 e aumenta a razão PGE2/PGF2; por alterar a expressão de transcritos envolvidos na 

síntese de PGF2 e PGE2.  Assim, objetivou-se determinar os efeitos da suplementação de 100 

μM de CLA, 100 μM de AL, 100 μM de AO ou 50 μM de EPA + 50 μM de DHA em CT-1 na 

síntese de PGE2, PGF2α e na razão PGE2/PGF2α, assim como na expressão de transcritos 

envolvidos na biossíntese de prostaglandinas (PTGER4, PTGS2, PTGES2, PTGES, AKR1B1) e no 

reconhecimento materno-fetal (IFNT).  

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 Delineamento experimental 

Neste experimento, CT-1 foram cultivadas in vitro com 4mL de meio de cultivo contendo 

so seguintes tratamentos: 100 µM de CLA (Grupo CLA); 100 µM de AL (Grupo AL); 100 µM 

de AO (Grupo AO); 50 µM de EPA + 50 µM de DHA (Grupo EPA + DHA) por 5 min, 24, 48 

e 72 horas. Foram realizadas 5 repetições, sendo que em cada repetição foi utilizado 1 poço de 

cultivo para cada tratamento, conforme representado na Figura 3.  
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Fonte: elaborado pelo autor 

Figura 3. Delineamento experimental. Foi utilizado um esquema fatorial 5 x 4 (5 tratamentos x 4 tempos). Foram 

realizadas 5 replicatas experimentais. CT-1 foram cultivadas in vitro com 4mL de meio de cultivo contendo so 

seguintes tratamentos: 100 µM de CLA (Grupo CLA); 100 µM de AL (Grupo AL); 100 µM de AO (Grupo AO); 

50 µM de EPA + 50 µM de DHA (Grupo EPA + DHA) por 5 min, 24, 48 e 72 horas. O meio de cultivo foi coletado 

ao término do cultivo (5 min, 24, 48 e 72 horas) e a mensuração de PGF2 e PGE2 foi realizada por ELISA. Ao 

término do cultivo as células de cada poço foram armazenadas para as análises por RT-qPCR. Foram realizadas 5 

repetições, sendo que em cada repetição foi utilizado 1 poço de cultivo para cada tratamento. 

 

 

 

2.2 Local do experimento 

O estudo foi realizado no Laboratório de Fisiologia do Endométrio e do Embrião (LIFE), 

localizado na Faculdade de Ciências Agrárias e Tecnologia Animal (FCAT), Departamento de 

Produção Animal (DPA), da Universidade Estadual Paulista (UNESP), Dracena, São Paulo, 

Brasil. As análises por ELISA e RT-qPCR foram realizadas no Laboratório de Fisiologia e 

Endocrinologia Molecular (LFEM), na Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia (FMVZ), 

no Centro de Biotecnologia em Reprodução Animal (CBRA), Pirassununga, São Paulo, Brasil. 

Todas as práticas foram realizadas de acordo com os Princípios Éticos da Experimentação 

Animal, aprovadas pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal (CEUA) da Faculdade de 
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Ciências Agrárias e Tecnológicas da UNESP de Dracena (Protocolo nº 07/2021 – CEUA), estado 

de São Paulo, Brasil. 

 

2.3 Obtenção das células trofoblásticas bovinas (Linhagem CT-1) 

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

Alan Ealy da Virginia Tech, Blacksburg, VA, Estados Unidos. As CT-1 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 IFNT ocorreu ao longo deste tempo. As CT-

1 constituem, portanto, uma linhagem celular 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.  
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2.4 Preparação da matriz de membrana basal matrigel para o início do cultivo celular 

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 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.  

 

2.5 Cultivo das CT-1 

Previamente ao descongelamento das CT-1, preparou-se a garrafa (F1) de 75 cm2 

(Corning, Ref. 430641U) previamente preparadas com 15mL uma matriz de membrana basal 

diluída a 1:3 (Matrigel, Corning, Ref. 356237, Bedford, MA, EUA) cultivadas em meio 

DMEM com 4,5 g/L d -glicose [DMEM (1X) + GlutaMAX™ –I; Gibco, Ref. 10569-

010; Grand Island, NY, EUA] contendo 10% (v/v) de soro fetal bovino inativado por calor 

(FBS; Gibco, Ref. 12657029, Grand Island, NY, EUA) e outros suplementos (100 μM de 

aminoácidos não essenciais, 55 mM de 2-mercaptoetanol, 10.000 U/mL de penicilina, 10.000 

μg/mL de estreptomicina e 25 μg/mL de Gibco Anfotericina B ; Gibco), incubada (Panasonic, 

COM-19AIC(UV)) a 38,5 ºC em atmosfera umidificada contendo 5% de CO2 por 2 horas. 

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 completo 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-mercaptoetanol (1000X) 

(Gibco, Ref. 21985023, Grand Island, NY, USA). Após a ressuspensão das CT-1, as mesmas 

foram adicionadas à garrafa (F1), onde foram cultivadas a 38,5ºC em atmosfera umidificada 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/streptomycin
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/amphotericin-b
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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 o que ocorreu em aproximadamente 12 dias. Em cada troca de meio utilizaram-

se 15 mL de meio suplementado. Após atingirem 100% de confluência, as CT-1 foram 

novamente ressuspendidas e semeadas em placas de 6 poços a uma densidade de 1 x 106 células 

em poços de 9,6 cm2 (Corning, Ref. 3516, NY, USA) em meio de cultivo completo 

suplementado com 10% de SFB. As culturas foram incubadas a 38,5oC com 5% de saturação 

de CO2.  Durante o cultivo, o meio foi trocado a cada 48 horas. Após cinco dias de cultivo das 

células nos poços, o meio foi substituído, porém sem SFB. Após 24 horas, no 6º dia de cultivo, 

o meio foi substituído pelo mesmo meio sem soro contendo os respectivos tratamentos.  

 

2.6 Preparo da solução estoque de CLA, AL, AO e EPA + DHA para o preparo dos 

tratamentos  

Foram utilizados o ácido linoléico conjugado (CLA; Sigma-Aldrich, EUA, Cat N°. 

O5507), ácido linoleico (AL: Sigma-Aldrich, USA, Cat N°.L1376), ácido oleico (AO: Sigma-

Aldrich, USA, Cat N°. O1383), ácido graxo eicosapentaenóico  (EPA; Sigma-Aldrich, USA, 

Cat N°. PHR1790) e ácido graxo docosahexaenóico (DHA; Sigma-Aldrich, USA, Cat N°. 

D2532).  Uma solução estoque de cada ácido graxo foi preparada na concentração de 1.000.000 

µM/mL para o CLA, AL e EPA, 200.000 µM/mL para o DHA e 177.000 µM/mL para o AO, 

todas as soluções foram preparadas em etanol 100%, conforme descrito por CHENG et al., 

(2003) e armazenado a -20°C até o uso. Para o preparo da suplementação, o estoque de cada 

ácido graxo foi diluído em DMEM na ausência de SFB contendo os demais suplementos e foi 

utilizado 0,1125% de BSA como carreador, no final todos os ácidos graxos ficaram na 

concentração de 100 μM, os únicos que foram utilizados em associação foram o EPA + DHA, 

porém a concentração desta associação também foi 100 μM. Todas as soluções de tratamentos 

e o controle tinham quantidades semelhantes de etanol. Cada poço 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 BSA com os respectivos tratamentos.  

 

2.7 Coleta do meio de cultivo  

 

Após a adição dos tratamentos contendo os diferentes ácidos graxos nos poços das 

placas de cultivo que continham as CT-1, foi coletado o meio de cultivo para mensuração das 

concentrações de PGE2 e PGF2 por ELISA. Coletou-se 4 mL/poço do meio de cultivo, que 

https://www.sciencedirect.com/topics/veterinary-science-and-veterinary-medicine/cat
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foi fracionado em 4 microtubos (1mL/microtubo) livres de DNAse e RNAse em todos tempo de 

tratamento. Em seguida o meio de cultivo coletado foi centrifugado a 12.000g, 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 por ensaio imunoenzimático (ELISA). 

 

2.8 Coleta das CT-1 

As CT-1 que estavam aderidas ao fundo de cada poço da placa foram lavadas com 

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS (1X), Gibco, Ref. 14190-144, Paisley, UK) para 

a posterior adição de 1 mL de Trizol (Life Technologies, Ref. 15596018), quando as células 

estavam lisadas o Pellet foi coletado e armezado no freezer -80ºC até o momento de sua 

utilização na RT-qPCR.  

 

2.9 Quantificação de PGE2 e PGF2α pelo ensaio imunoenzimático (ELISA) 

 

Foram utilizados Kits comerciais para a mensuração das concentrações  PGE2  (Kit 

Prostaglandin E2 ELISA – Monoclonal, n° 514010; Cayman Chemical) e PGF2α 

(Kit Prostaglandin F2α ELISA, n° 516011; Cayman Chemical),  no meio de cultura. Os kits 

foram utilizados de acordo com as recomendações do fabricante. Os buffers e reagentes foram 

diluidos em água ultra pura (MiliQ), a curva padrão foi diluida em matriz (meio DMEM). 

 

2.10 Extração de RNA e síntese de cDNA 

As CT-1 que estavam aderidas à placa de cultivo, que foram tratadas com CLA, AL, AO, 

EPA + DHA além do controle, foram utilizadas para a extração de RNA. As células foram 

lavadas com solução de Dulbecco – Solução Salina Tamponada com Fosfato (DPBS 1X; Gibco, 

Ref. 14190-144, Paisley, Reino Unido) e o RNA foi extraído usando 1mL poço de reagente 

TRIzol LS (Ambion, Ref. 10296028, Paisley, Reino Unido) de acordo com as instruções e 

especificações do fabricante. O RNA estraido foi recuperad, alíquotado em microtubos livre de 

RNAse e DNAse e estocado a -80C para posterior extração das frações RNA, DNA e proteína 

para a análise por RT-qPCR. A concentração e pureza dos extratos totais de RNA foram 

determinados por espectrometria (NanoVue; GE Healthcare) e os valores das razões de absorção 

(A260/280) variaram entre 1,6 a 1,9. Amostras de RNA (800 ng) de CT-1 foram tratadas com 

DNase I Amplification Grade (Invitrogen, Ref. 18068-015, CA, USA) por 10 minutos em 

temperatura ambiente em um volume de reação de 10 L de acordo com as diretrizes do 

fabricante. Após a incubação, 1 L de ácido etilenodiaminotetracético (EDTA, 25 mM; 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/caiman
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/prostaglandin
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/caiman
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Invitrogen) foi adicionado e aquecido a 65oC por 10 minutos.  Posteriormente, a síntese de 

cDNA foi realizada utilizando um kit de transcrição reversa de cDNA (Applied Biosystems, 

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, Ref. 4368814, Foster City, CA). Uma mistura 

(10L) contendo primers aleatórios, enzimas transcriptase reversa e desoxinucleotídeos foi 

adicionada a 11L de cada amostra. As amostras foram então incubadas a 25oC durante 10 

minutos, seguida da incubação a 37oC durante 2 horas e inativação da transcriptase reversa a 

85ºC durante 5 minutos. O cDNA foi armazenado a - 20oC até a análise quantitativa da reação 

em cadeia pela polimerase (qPCR).  

 

2.11 Seleção e validação de pares de primers 

Os genes selecionados fazem parte de três vias específicas na dinâmica do 

reconhecimento materno da prenhez, onde avaliou-se a expressão de transcritos envolvidos na 

biossíntese de PGs (PTGS2, AKR1B1, PTGES1, PTGES2 e PTGER4) e no RME (IFNT) pela 

técnica de RT-qPCR.  Foram utilizados como genes de referência ACTB e RPS9. Na Tabela 

1, estão apresentados os primers específicos para bovinos, símbolo do gene, número no 

GenBank, sequência de oligonucleotídeo forward (F) e reverse (R), comprimento (bp) e artigo 

de referência. 

 

Tabela 1. Primers específicos para bovinos: símbolo do gene, número no GenBank, sequência de oligonucleotídeo 

forward (F) e reverse (R), comprimento (bp) e artigo de referência. 

Fonte: adaptado de Cordeiro et al., (2023) 
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 Os primers foram desenhados utilizando o recurso Primer-BLAST (Ye et al., 2012) 

do Centro Nacional para Biotecnologia da Informação (NCBI; (NCBI; 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primerblast/index.cgi?ORGANISM=9913&INPUT_SEQ

UENCE=NM_173950.2&LINK_LOC=nuccore;https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=X

M_005211921.4) ou obtidos a partir de prévias publicações. Todos os primers foram testados 

para sensibilidade e especificidade na análise convencional de qPCR em tempo real para 

verificar as condições de amplificação.  Resumidamente, as reações foram realizadas em placas 

de 96 poços seladas com uma cobertura adesiva óptica MicroAmp (Life Technologies) 

utilizando o termociclador StepOnePlus (Applied Biosystems Real-Time PCR System; ile 

Technologies, Frederick, MA, EUA). As reações foram conduzidas em um volume final de 10 

μL usando 8 μL Power SYBR Green PCR Master Mix (Life Technologies). O termociclador 

foi programado para iniciar com uma etapa de retenção (95oC por 10 minutos), seguida por 40 

ciclos consistindo de uma etapa de desnaturação (95oC por 15 segundos) e uma etapa de 

recozimento (60oC por 1 minuto). As curvas de dissociação foram obtidas por aumentos 

graduais na temperatura de 60 a 95oC. Os primers foram validados atendendo aos seguintes 

critérios: i) ter eficiência de amplificação entre 85 e 110%; ii) ausência de amplificação do 

controle negativo e iii) pico único na curva de dissociação e menor limiar do ciclo. As curvas 

padrão para cada primer foram validadas usando cinco diluições e réplicas progressivas. Isto 

foi conseguido utilizando um conjunto de amostras de cDNA de CT-1 em diluições de 1:20, 

1:40, 1:60, 1:80, 1:160 e 1:320 (cDNA:H20); sendo 1:20 a diluição final utilizada. 

 

2.12 Análises da expressão de transcrições 

As CT-1 utilizadas para a avaliação da expressão relativa dos genes alvos foram 

coletadas em todos os grupos e em todos os tempos. A escolha das amostras de CT-1 a serem 

avaliadas por RT-qPCR foi baseada nos resultados obtidos por ELISA no meio de cultivo. 

Assim, optou-se por avaliar todos os grupos por RT-qPCR no tempo de 48 horas, e no grupo 

controle e AL avaliou-se os tempos de 24 e 72 horas.  A análise da abundância relativa dos 

transcritos foi realizada utilizando primers específicos para bovinos, todos pré-selecionados. As reações 

foram realizadas em triplicata. A eficiência do qPCR foi determinada e os valores do ciclo de 

quantificação (Cq) por amostra utilizando o software LingRegPCR. A expressão dos genes RPS9, 

ACTB, 18S, SSHA e YWHAZ foi testada em amostras CT-1, e os dois genes mais estáveis para 

normalização (RPS9 e ACTB), selecionados pelo software geNorm, foram utilizados como genes de 

referência. A expressão dos genes alvos foi avaliada por qPCR e normalizada em relação à média 
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geométrica dos genes de referência usando o método comparativo limiar do ciclo delta (Ct) (PFAFFL, 

2001). 

 

2.13 Análise estatística 

 

As análises estatísticas foram realizadas usando o PROC MIXED do SAS (versão 9.2, 

SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA) considerando o poço como unidade experimental. A 

suposição de normalidade dos resíduos e homogeneidade das variâncias foram verificadas para 

cada modelo por meio do teste de Shapiro-Wilk. Quando tais premissas não foram atendidas, 

transformações logarítmicas foram aplicadas nos dados brutos. Para as respostas de PGF2 e 

PGE2, foi utilizada a análise de variância (ANOVA) considerando o efeito principal do grupo 

de tratamento e o efeito aleatório das replicas de cultura. Cada poço foi considerado a unidade 

experimental. Os dados de abundância dos transcritos foram analisados por ANOVA usando o 

efeito fixo do tratamento.Os resultados estão apresentados com médias ± erro padrão da média 

(EPM). Para todas as análises, a significância foi considerada quando P  0,05. Considerou-se 

tendência quando o valor de 0,05 > P < 0,1618.   

 

3 RESULTADOS 

  

3.1 Efeitos da suplementação com CLA, AL, AO e EPA + DHA na síntese de PGE2, 

PGF2 e na razão PGE2/ PGF2 em CT-1 

 

Concentrações de PGE2. Conforme ilustrado na Figura 4, observou-se que no tempo de 5 

min (Hora 0) não houve diferença entre o grupo controle (22,32  3,83 ng/mL) e os grupos 

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).  Com 24 horas, observou-se que o AL foi capaz de aumentar (P < 0,001) a 

síntese de PGE2 comparado a todos os demais grupos, efeito também observado com 48 horas.  

No tempo de 72 horas o AL não diferiu do AO (310,58  81,54 e 187,16  37,65 ng/mL, 

respectivamente), porém o AL promoveu maiores (P < 0,0001) concentrações de PGE2 

comparado aos grupos Controle, CLA, EPA + DHA (310,58  81,54; 97,40  22,40; 71,62  

14,82 e 49,24  19,71 ng/mL, respectivamente). 
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Figura 4. Efeito da suplementação com 100 µM de CLA, 100 µM de AL, 100 µM de AO, 50 µM de EPA + 50 

µM de DHA e um grupo controle (CT) no meio de cultivo de CT-1 cultivadas in vitro na síntese de PGE2 por 5 

min, 24, 48 ou 72 horas, mensurada por ensaio de imunoabsorção enzimática (ELISA). Dados estão apresentados 

em média ± erro padrão da média (EPM).  

a,b,c Letras diferentes indicam que houve diferença significativa entre os tratamentos (P < 0,05).  

 

Concentrações de PGF2α. Conforme ilustrado na Figura 5, observou-se que no tempo de 5 

min (0 hora) não houve diferença entre o grupo controle (6,27  0,97 ng/mL) e os grupos que 

foram suplementados com CLA, AL, AO e EPA+DHA (7,86  2,14; 8,17  2,19; 7,54  1,42 

e 8,37  2,19 ng/mL respectivamente). No tempo de 24 horas observou-se maior (P < 0,0001) 

síntese de PGF2α para os grupos AL e AO (151,67  17,01 e 105, 71  30,86 ng/mL 

respectivamente) comparados aos grupos grupo controle, CLA e EPA + DHA (45,89  9,86; 

18,89  3,29 e 7,28  0,54 ng/mL, respectivamente). Em relação ao tempo de 48 horas, 

observou-se maior (P < 0,0001) síntese de PGF2α no grupo AO (159,41  43,67 ng/mL) 

comparado ao controle, CLA e EPA + DHA (80,10  19,10; 19,18  3,55 e 8,44  0,62 ng/mL, 
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respectivamente). No tempo de 72 horas, observou-se nos grupos AL e AO maior (P < 0,0001) 

síntese de PGF2α (317,67  55,52 e 200,81  20,39 ng/mL, respectivamente) 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 (P < 0,0001) síntese de PGF2α 

quando comparado ao grupo controle (11, 07  0,71 vs. 98,77  21,81 ng/mL respectivamente).  

 

Figura 5. Efeito da suplementação com 100 µM de CLA, 100 µM de AL, 100 µM de AO, 50 µM de EPA + 50 

µM de DHA e um grupo controle (CT) no meio de cultivo de CT-1 cultivadas in vitro na síntese de PGF2α por 5 

min, 24, 48 ou 72 horas, mensurada por ensaio de imunoabsorção enzimática (ELISA). Dados estão apresentados 

em média ± erro padrão da média (EPM).  

a,b,c Letras diferentes indicam que houve diferença significativa entre os tratamentos (P < 0,05). 

 

  

Razão PGE2/PGF2α. Conforme ilustrado na Figura 6, no tempo de 5 minutos (0 hora) a 

razão PGE2/PGF2α foi maior (P = 0,0007) no grupo AO comparado ao CLA (5,22  1,57 vs. 

2,81  0,34).  No tempo de 24 horas, os grupos CLA, AL e EPA + DHA apresentaram maior 
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(P = 0,0007) razão comparados ao grupo controle (2,23  0,31; 2,04  0,40 e 2,32  0,31 vs. 

1,11  0,15 respectivamente). No tempo de 48 horas, o grupo CLA e EPA + DHA apresentou 

maior (P = 0,0007) razão comparados quando comparados ao grupo controle e AO (3,16   0,68 

e 2,77   0,50 vs 0,74   0,15 e 1,17   0,30, respectivamente). No tempo de 72 horas, a razão 

foi maior (P = 0,0007) no grupo EPA + DHA comparado ao controle, AL e AO (4,19   1,44 

vs. 1,09  0,18; 0,95   0,15 e 0,90  0,09, respectivamente). 

  

  

 

Figura 6. Efeito da suplementação com 100 µM de CLA, 100 µM de AL, 100 µM de AO, 50 µM de EPA + 50 

µM de DHA e um grupo controle (CT) no meio de cultivo de CT-1 cultivadas in vitro na razão PGE2/PGF2α por 
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5 min, 24, 48 ou 72 horas, mensurada por ensaio de imunoabsorção enzimática (ELISA). Dados estão apresentados 

em média ± erro padrão da média (EPM).  

a,b,c Letras diferentes indicam que houve diferença significativa entre os tratamentos (P < 0,05). 

 

 

3.2 Efeitos da suplementação com CLA, AL, AO e EPA + DHA nos transcritos PTGES, 

PTGES2, PTGER4, PTGS2 e AKR1B1 com 48 horas de cultivo em CT-1 

 

A Figura 7 ilustra a expressão relativa dos transcritos PTGES, PTGES2, PTGER4, 

PTGS2 e AKR1B1 no tempo de 48 horas. Não foi observada diferenças entre os grupos para 

PTGES (P = 0,7799), PTGES2 (P = 0,8107) e PTGS2 (P = 0,4183. Foi observada uma tendência 

na abundância de PTGR4 ser maior (P = 0,1565) no grupo AL quando comparado ao EPA + 

DHA (0,0020  0,0002 vs 0,0008  0,0002; respectivamente).  Também foi observada uma 

tendência na abundância de AKR1B1 ser maior (P = 0,1618) no grupo AO quando comparado 

ao CLA (0,2625  0,0265 vs 0,1512  0,0314; respectivamente).  
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Figura 7. Expressão de transcrito para PTGES, PTGES2, PTGER4, PTGS2 e AKR1B1, calculada pela expressão 

relativa aos genes referência ACTB e RPS9, após suplementação do meio de cultivo de CT-1 cultivadas in vitro 

com suplementação de 100 µM de CLA, 100 µM de AL, 100 µM de AO, 50 µM de EPA + 50 µM de DHA e um 

grupo controle (CT) no tempo de 48 horas. Os dados estão apresentados em média ± erro padrão da média (EPM) 

# a,b Letras diferentes indicam que houve uma tendência entre os tratamentos. 

 

3.3 Efeito da suplementação com AL no transcrito PTGS2 relacionados a síntese de PGs 

com 72 horas de cultivo em CT-1 

 

Conforme ilustrado na Figura 8, com 72 horas de cultivo observou-se uma maior (P = 

0,0044) expressão relativa de PTGS2 no grupo AL comparado ao controle (7,4253 ± 0,5671 vs. 

4,4689 ± 0,4454).   

 

Figura 8. Expressão do transcrito PTGS2, calculado pela expressão relativa aos genes referência ACTB e RPS9, 

após suplementação do meio de cultivo de CT-1 cultivadas in vitro com suplementação de 100 µM de AL e um 

grupo controle (CT) no tempo de 72 horas. Os dados estão apresentados em média ± erro padrão da média (EPM) 

a,b Letras diferentes indicam que houve diferença significativa entre os tratamentos (P < 0,05). 

 

3.4 Efeitos da suplementação com AL na expressão de IFNT nos tempos de 24, 48 e 72 

horas de cultivo e CLA, AL, AO e EPA + DHA no tempo de 48 horas de cultivo em CT-1 
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No tempo de 48 horas o transcrito foi avaliado para todos os grupos, e com 24 e 72 

horas apenas no grupo controle e AL.  Conforme ilustrado na Figura 9, observou-se maior 

expressão relativa para o IFNT no grupo AL quando comparado ao controle nos tempos de 24 

horas (0,1374  0,0090 vs. 0,0990  0,0125 respectivamente; P = 0,0216) e 72 horas (0,2336 ± 

0,0126 vs. 0,1293 ± 0,0103 respectivamente; P = 0,0031).  No tempo de 48 horas, a expressão 

de IFNT foi maior nos grupos AL, AO, EPA + DHA quando comparados ao controle (0,1699 

± 0,0294; 0,2989 ± 0,1391 e 0,2332 ± 0,0438 vs. 0,0899 ± 0.0179 respectivamente; P = 0,0103).  
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Figura 9. Expressão de transcrito para IFNT, calculada pela expressão relativa aos genes referência ACTB e 

RPS9, após suplementação do meio de cultivo de CT-1 cultivadas in vitro com suplementação do meio de cultivo 

de CT-1 cultivadas in vitro com suplementação de 100 µM de CLA, 100 µM de AL, 100 µM de AO, 50 µM de 

EPA + 50 µM de DHA e um grupo controle (CT) no tempo de 48 horas no tempo de 24, 48 e 72 horas. Os dados 

estão apresentados em média ± erro padrão da média (EPM) 

a,b,c Letras diferentes indicam que houve diferença significativa entre os tratamentos (P < 0,05). 

 

Na Figura 10, encontra-se representada uma sumarização dos resultados 

 

 

 

Fonte: elaborado pelo autor. 

Figura 10. Sumarização dos resultados apresentados após suplementação do meio de cultivo de CT-1 

cultivadas in vitro com CLA, AL, AO e EPA + DHA. O grupo AL proporcionou uma maior concentração de PGE2 

nos tempos de 24, 48 e 72 horas de cultivo, os grupos CLA, AL e EPA + DHA tiveram suas razões aumentadas 

nos tempos de 24 e 48 horas, os transcritos IFNT foi maior no grupo AL nos tempos 24, 48 e 72 horas de cultivo, 

por fim as concentrações de PGF2α foi maior no grupo AO nos tempos de 24, 48 e 72 horas e AL nos tempos de 

24 e 72 horas de cultivo. 

 

4. DISCUSSÃO  

Nesse estudo, nossos dados sustentam que as CT-1 de fato sintetizam PGF2α e PGE2 e 

que tal biossíntese é modulada de forma diferente a depender do tipo de ácido graxo adicionado 

ao meio de cultivo e o tempo de exposição a esses ácidos graxos. Observa-se que a produção 

de PGE2 é maior que a de PGF2α. De fato, Hwang et al. (1998) demostraram que antes do dia 

12 do desenvolvimento embrionário a produção de PGE2 é predominante. As CT-1 que foram 

utilizadas no estudo são oriundas de blastocistos bovinos produzidos in vitro com 10 a 11 dias 

de desenvolvimento, dessa maneira era esperado uma maior concentração de PGE2 em relação 

a de PGF2α, fato que também foi observado no referido estudo. No grupo controle as 

concentrações de PGE2 variaram de 22,32  3,83 ng/mL (5 minutos) a 97,40  22,40 ng/mL 
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(72 horas), enquanto as concentrações de PGF2α variaram de 6,27  0,97 ng/mL (5 minutos) 

98,77  21,81 ng/mL (72 horas). Conforme observado por Boruszewska et al. (2019), os 

embriões bovinos já no início de seu desenvolvimento, a partir de duas células apresentam 

quantidades diferentes de PGE2 sintases e são capazes de sintetizar PGE2 (BORUSZEWSKA 

et al., 2019). Nossos dados sustentam que a produção de PGE2 pelo embrião é, ao menos em 

parte, de responsabilidade das células trofoblásticas, uma vez que tais células fazem parte da 

composição celular dos embriões. O AL, utilizado no presente estudo nos tempos de 24, 48 e 

72 horas, foi capaz de aumentar 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.  

Moussavi et al. (2013), utilizando a suplementação com CLA em células epiteliais 

endometriais bovinas em concentrações acima de 50 µM, durante 24 horas de cultivo, 

verificaram redução nas concentrações de PGF2α e PGE2. No presente estudo, o CLA na 

concentração de 100 µM em todos os tempos testados não foi capaz de reduzir as concentrações 

de PGE2 e PGF2α, entretanto, o CLA proporcionou um aumento da razão PGE2/PGF2α nos 

tempos de 24 e 48 horas em CT-1. 

Cheng et al. (2003) demostraram que a suplementação de CLA em células endometriais 

ovinas reduziu a concentração de PGF2α de forma dose dependente, além disso, doses baixas 

de CLA (20 µM) aumentaram a geração de PGE2 proporcionando, portando, maior razão 

PGE2/PGF2α. Em nosso estudo não verificamos um aumento na geração de PGE2 e PGF2α 

quando utilizamos a suplementação com CLA, contudo, a diminuição da síntese de PGF2α foi 

mais acentuada, proporcionando maior razão PGE2/PGF2α, corroborando com os dados do 

referido autor. A maior razão de PGE2/PGF2α é mais importante do que suas concentrações 

absolutas no contexto reprodutivo de bovinos (BAZER, OTT e SPENCER, 1998). 

No presente estudo investigamos o impacto da suplementação com diferentes AGs em 

modular a expressão do transcrito para IFNT, principal molécula envolvida no RMP, nas CT-

1. Um importante achado é que o AL foi capaz de aumentar a expressão do transcrito para IFNT 

nos tempos de 24, 48 e 72 horas, nossos dados sustentam que de fato o AL pode beneficar o 

RMP, uma vez que ele proporcionou aumento da razão PGE2/PGF2α e aumento dos transcritos 

para IFNT. A PGE2 aliada ao IFNT constitui moléculas chaves para o RMP. Além das ações 

anti-luteolíticas, o IFNT atua no endométrio aumentando a expressão de genes específicos, 

denominados de ISGs. Esses genes regulam a receptividade uterina para a implantação e 
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desenvolvimento do concepto (STAGGS et al., 1998;SPENCER et al., 2004). O grupo tratado 

com AL na concentração de 100 µM se destaca em relação ao aumento da síntese de PGE2 

onde somente no tempo de 5 minutos de exposição não houve um aumento, todos os demais 

tempos testados tiverem a síntese de PGE2 maior em relação ao controle, após 48 horas de 

exposição ao tratamento a geração de PGE2 foi maior em relação ao controle, não tendo a 

síntese de PGF2α modificada, entretanto o aumento na síntese de PGE2 foi o suficiente para 

proporcionar uma maior razão PGE2/ PGF2α após 48 horas de exposição. O AL utilizado no 

presente estudo nos tempos de 24, 48 e 72 horas foi capaz de aumentar a síntese de PGE2. A 

PGE2 sintetizada pelo embrião integra-se ao histotrofo que envolve e nutre o embrião no 

ambiente uterino. A liberação de PGE2 pelo embrião é uma forma de comunicação materno-

fetal. No ambiente uterino, a sinalização de PGE2 pode ocorrer através de receptores EP2, 

abundantes no útero e na placenta (SMOCK et al., 1999). Assim, um aumento na produção de 

PGE2 embrionária pode tornar a sinalização mais eficiente no momento do estabelecimento da 

prenhez. 

Foi constatado que a adição do AL nas concentrações de 50 e 100 µM no meio de 

maturação de oócitos bovinos, não exerceu efeito sobre a síntese de PGF2α, no entanto, na 

concentração de 100 μM aumentou de modo significativo a concentração de PGE2 e a razão de 

PGE2/PGF2α, quando a taxa de embriões foi avaliada houve menor porcentagem de embriões 

clivados e de blastocistos (MAREI; WATHES; FOULADI-NASHTA, 2010). A expressão de 

transcritos para PTGS2 no grupo AL nos tempos de 24, 48 e 72 horas foi maior em relação ao 

controle. A enzima PTGS2 medeia a conversão do AA em PGH2. O aumento na expressão de 

PTGS2, resulta em uma maior quantidade de enzimas que fazem essa conversão, resultando em 

uma quantidade maior de PGH2 disponível para ser metabolizada em PGE2 ou PGF2α.   

No grupo CLA no tempo de 48 horas a expressão de transcritos para AKR1B1 tendeu a 

diminuir em relação ao grupo AO. Maldonado et al., (2023), suplementando células 

trofoblásticas bovinas com diferentes concentrações de CLA por 24 horas, relatou redução da 

síntese de PGE2 e PGF2α em toda as doses de CLA utilizadas quando comparado com o 

controle. A mesma autora verificou que a suplementação com CLA foi capaz reduzir os 

transcritos para PTGES2, PTGER4 e MMP9. Em nosso estudo, os AGs não reduziram as 

transcrições para PTGES2, entretanto houve tendência a redução dos transcritos para PTGER4 

no grupo EPA + DHA em relação ao grupo AO, já o CLA que proporcionou uma redução nos 

transcritos para PTGER4 no trabalho da autora anterior na concentração de 100 µM, no presente 

trabalho utilizando a mesma concentração esse padrão nao se repetiu. Possivelmente a 

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/prostaglandin-e
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tendencia de redução na expressão do transcrito para PTGER4 receptor da PGE2 no grupo EPA 

+ DHA em relação ao grupo AO não seria prejudicial a ação da PGE2, uma que vez ainda 

existem outros três receptores para a PGE2 (PTGER1, PTGER2 e PTGER3). 

Moussavi et al. (2013), utilizando a suplementação com CLA em células epiteliais 

endometriais bovinas em concentrações acima de 50 µM, durante 24 horas de cultivo, 

verificaram redução nas concentrações de PGF2α e PGE2. No presente estudo, o CLA na 

concentração de 100 µM em todos os tempos testados não foi capaz de reduzir as concentrações 

PGF2α em CT-1, assim como não reduziu as concentrações de PGE2, entretanto, o CLA 

proporcionou um aumento da razão PGE2/PGF2α nos tempos de 24 e 48 horas. Em bovinos, 

um aumento da proporção PGE2/PGF2α  para o estabelecimento da prenhez é requerido, uma 

vez que fornece apoio a função lútea para o desenvolvimento e implantação adequados do 

embrião (AROSH et al., 2004; PARENT et al., 2002). E esse aumento da razão PGE2/PGF2α 

foi obervado nos grupos tratados com CLA, AL e EPA + DHA após 24 e 48 horas de exposição 

aos tratamentos e no grupo tratados com EPA + DHA após 72 horas de exposição aos 

tratamentos, esse aumento da razão pode favorecer a comunicação bioquímica que existe entre 

o embrião e o útero materno. Segundo Sponchiado et al. (2019), embrião possui a capacidade 

de alterar a composição bioquímica do ambiente uterino no qual ele está inserido, e essas 

mudanças possivelmente atuam para direcionar o ambiente uterino a receptivade do embrião. 

 Gross e Williams (1988) relataram que as células placentárias bovinas foram capazes 

de converter PGF2α em PGE2. No presente estudo, a razão de PGE2/PGF2α foram aumentadas 

pela suplementação de AGs pelo grupo EPA + DHA nos tempos de 24, 48 e 72 horas de 

exposição. Para além do aumento líquido de PGE2, uma menor inibição de PGE2 do que de 

PGF2a também contribuiu para o aumento das proporções, essa diminuição sutil das 

concentrações de PGF2α pode estar associada a suplementação com AGs, e também talvez as 

CT-1 tenham a capacidade de converter PGF2α em PGE2 a partir de estímulos ocasionados 

pelos AGs. 

No estudo conduzido por Mattos et al. (2003), quando as células endometriais bovinas 

(BEND) foram tratadas com EPA ocorreu inibição da síntese de PGF2 tendo um efeito dose 

dependente, a concentração de 10 a 20 μM inibiu a liberação de PGF2 quando tratadas por 24 

horas. No presente estudo quando as CT-1 foram tratadas com AL houve um aumento das duas 

prostaglandinas, e quando foi utilizada a mistura de EPA + DHA a síntese de PGE2 não foi 

alterada e a PGF2 foi diminuida somente após 72 horas de exposição ao tratamento. 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/embryogenesis
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/embryogenesis
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Na via metabólica das prostaglandinas, as enzimas COX-1 e COX-2 são responsáveis 

por um papel crucial ao mediar a conversão do AA em prostaglandina intermediária H2 (PGH2) 

(CHENG et al., 2003). Uma vez que, tanto a PGF2α quanto a PGE2 são derivadas do PGH2, a 

concentração específica de cada prostaglandina pode ser modulada pela disponibilidade de 

PGH2 e também pela atividade específica das enzimas isomerase e sintase associadas à 

produção de PGF e PGE (MOUSSAVI et al., 2013). Assim, a quantidade e a razão de PGF2α 

e PGE2 produzidas dependem não apenas da atividade das COX, mas também da especificidade 

das enzimas isomerase e sintase de PGF e PGE. Os AGs possivelmente podem estar exercendo 

um importante papel na via metabólica das prostagladinas, seja pela inibição das enzimas COX-

1 e COX-2 ou por competição com os sítios de ligação. Nossos dados apontam que pelo menos 

em parte a modulação da síntese de PGs pode estar associada a modulação das enzimas 

envolvidas na cascata de síntese das PGs, uma vez que a expressão de transcritos para PTGS2 

foi aumentada no grupo AL no tempo de 72 h, e a concentração de PGE2 também foi maior no 

referido grupo. 

A adição de lipídios no meio de cultura para produção de embriões in vitro alteram os 

perfis de ácidos graxos em oócitos e embriões bovinos, deste modo as CT-1 possuem essa 

capacidade de incorporar AGs exógenos, onde esses AGs atuam em diversas vias metabólicas, 

inclusive das PGs. Em conjunto, esses dados indicam que linhagens celulares de diferentes 

origens respondem de forma diferente aos ácidos graxos exógenos e ainda existem grandes 

discrepâncias entre os estudos que utilizaram a suplementação de tecidos reprodutivos in 

vitro ou in vivo com AGs, embora as razões desta inconsistência não tenham sido totalmente 

elucidadas, existem diversos fatores, como diferença nas condições de cultura, fatores técnicos, 

espécie, genótipo e dosagem dos AGs utilizados, tempo de exposição aos tratamentos podem 

estar envolvidos. 

 

5 CONCLUSÃO 

 

A suplementação com AL no meio de cultivo de CT-1 aumenta síntese de PGE2 com 

24, 48 e 72 horas de cultivo; aumenta síntese de PGF2 com 24 e 72 horas de cultivo e aumenta 

razão PGE2/PGF2 com 24 e 48 horas e aumenta a abundância relativa dos transcritos PTGS2 

com 72 horas de cultivo e de IFNT com 24, 48 e 72 horas de cultivo, podendo ser um grande 

aliado no RMP. 

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/bovine
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RESUMO 

Em fêmeas bovinas de corte a mortalidade embrionária precoce (MEP), ocasionada por falhas 

no reconhecimento matero da prenhez (RMP) entre os dias 15 e 17 após a fecundação, constitui 

uma das maiores causas de falhas reprodutivas. A PGF2 foi reconhecida como a principal 

molécula luteolítica em fêmeas ruminantes. A PGE2, determina efeitos anti-luteolíticos e 

luteotróficos que favorecem o RMP. Ambas as prostaglandinas são produzidas pelo endométrio 

materno, embrião e concepto. O RMP pode ser beneficiado pelo aumento da síntese de PGE2, 

diminuição na síntese de PGF2α e aumento da razão PGE2/PGF2α. A hipótese é que a 

suplementação com ácido linoleico conjugado (CLA), ácido linoleico (AL), ácido oleico (AO) 

ou ácido eicosapentanóico (EPA) associado ao ácido docosahexaenóico (DHA) no meio de 

cultivo de embriões bovinos produzidos in vitro altera a expressão de transcritos envolvidos na 

biossíntese de PGE2 e PGF2α favorecendo o RMP, além de favorecer o nível de metilação do 

DNA nos embriões. Para tanto, objetivou-se avaliar em embriões bovinos produzidos in vitro 

os efeitos da suplementação com 100 µM CLA, 100 µM AL, 100 µM AO ou 50 µM EPA + 50 

µM DHA na expressão de transcritos envolvidos na biossíntese de prostaglandinas (PTGS2, 

PTGES, AKR1B1), no RMP (IFNT), no nível de metilação do DNA (DNMT3A) e na taxa de 

produção embrionária com 7 e 9 dias de cultivo. Em fêmeas Nelore abatidas, folículos ovarianos 

com 2 a 10 mm de diâmetro foram aspirados utilizando uma seringa de 10 mL acoplada a agulha 

18G. Oócitos com citoplasma homogêneo e múltiplas camadas de células do cumulus foram 

submetidos à maturação in vitro (MIV) em gotas de 100 μL contendo meio MIV com 5% de 

soro fetal bovino (SFB) sob óleo mineral, em incubadora a 38,5oC em atmosfera umidificada a 

5% de CO2 por 24 horas. Após a MIV, os oócitos foram submetidos a fertilização in vitro 

(FIV), com sêmen de único touro Nelore, durante 18 horas nas mesmas condições da MIV (D0 

= dia da FIV). Após a FIV, os prováveis zigotos (n = 1117) foram alocados em placas de 4 

poços com 700 L de meio de cultivo/poço com 1,25% de SFB, acrescidos dos seguintes 

tratamentos: 100 μM de ácido linoleico conjugado (Grupo CLA; n = 223 oócitos); 100 μM de 

ácido linoleico (Grupo AL; n= 227); 100 μM de ácido oleico (Grupo AO; n = 225) ou 50 μM 

de ácido eicosapentaenóico - EPA + 50 μM ácido docosahexaenóico – DHA (Grupo EPA + 

DHA; n= 219); além de meio não acrescido de AG (Grupo Controle; n = 223). Foi realizado 

um total de 8 repetições. A expressão relativa dos genes alvos (PTGS2, PTGES, AKR1B1, 

IFNT e DNMT3A) foram determinadas pela técnica de RT-qPCR. A produção embrionária foi 

avaliada no D7 e D9. A análise estatística foi realizada utilizando o software PROC MIXED do 

SAS. Não foi observada diferença entre os grupos para a expressão relativa do PTGES (P = 

0,5496) e AKR1B1 (P = 0,1794).  A expressão relativa de PTGS2 foi maior (P = 0,0286) no 

grupo AO comparado ao grupo controle e AL (1,1090 ± 0,0833 vs 0,7109 ± 0,0748 e 0,7068 ± 

0,0577; respectivamente) e o grupo CLA não diferiu dos demais grupos.  A expressão de IFNT 

tendeu (P = 0,1148) a ser maior nos grupos CLA e AO comparado ao controle (0,1544 ± 0,0293 

e 0,1750 ± 0,0465 vs 0,0344 ± 0,0073 respectivamente). A expressão de DNMT3A tendeu a ser 

maior (P = 0,0797) nos grupos CLA e AO comparado ao controle (0,0009 ± 0,0001 e 0,0012 ± 

0,0005 vs 0,0001 ± 0,00008 respectivamente). Conclui-se que a suplementação com AO 

aumentou a abundância de transcrito para PTGS2 e o CLA e AO tenderam a aumentar os 

transcritos para IFNT e DNMT3A, enquanto a suplementação com EPA + DHA afetou 

negativamente as taxas de produção embrionária. 

 

Palavras chaves: ômega-3, ômega-6, ômega-9, prostaglandinas, prenhez, bovino. 
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ABSTRACT 

In beef cattle, early embryonic mortality (MEP), caused by failures in maternal recognition of 

pregnancy (RMP) between days 15 and 17 after fertilization, is one of the biggest causes of 

reproductive failure. PGF2  has been recognized as the main luteolytic molecule in female 

ruminants. PGE2 determines anti-luteolytic and luteotrophic effects that favor RMP. Both 

prostaglandins are produced by the maternal endometrium, embryo and conceptus. RMP can 

benefit from an increase in PGE2 synthesis, a decrease in PGF2α synthesis and an increase in 

the PGE2/PGF2α ratio. The hypothesis is that supplementation with conjugated linoleic acid 

(CLA), linoleic acid (LA), oleic acid (OA) or eicosapentaenoic acid (EPA) associated with 

docosahexaenoic acid (DHA) in the culture medium of bovine embryos produced in vitro alters 

the expression of transcripts involved in the biosynthesis of PGE2 and PGF2α favoring RMP, 

in addition to favoring the level of DNA methylation in embryos. To this end, the objective was 

to evaluate in bovine embryos produced in vitro the effects of supplementation with 100 µM 

CLA, 100 µM LA, 100 µM OA or 50 µM EPA + 50 µM DHA on the expression of transcripts 

involved in the biosynthesis of prostaglandins (PTGS2, PTGES, AKR1B1), RMP (IFNT), DNA 

methylation level (DNMT3A) and embryonic production rate at 7 and 9 days of culture. In 

slaughtered Nelore females, ovarian follicles measuring 2 to 10 mm in diameter were aspirated 

using a 10 mL syringe attached to an 18G needle. Oocytes with homogeneous cytoplasm and 

multiple layers of cumulus cells were subjected to in vitro maturation (IVM) in 100 μL drops 

containing MIV medium with 5% fetal bovine serum (FBS) under mineral oil, in an incubator 

at 38.5oC in an atmosphere humidified at 5% CO2 for 24 hours. After IVM, the oocytes were 

subjected to in vitro fertilization (IVF), with semen from a single Nelore bull, for 18 hours 

under the same conditions as IVM (D0 = day of IVF). After IVF, probable zygotes (n = 1117) 

were allocated to 4-well plates with 700 µL of culture medium/well with 1.25% FBS, plus the 

following treatments: 100 μM conjugated linoleic acid (Group CLA; n = 223 oocytes); 100 μM 

linoleic acid (Group LA; n= 227); 100 μM oleic acid (Group OA; n = 225) or 50 μM 

eicosapentaenoic acid - EPA + 50 μM docosahexaenoic acid – DHA (Group EPA + DHA; n= 

219); in addition to medium without AG (Control Group; n = 223). A total of 8 repetitions were 

performed. The relative expression of target genes (PTGS2, PTGES, AKR1B1, IFNT and 

DNMT3A) were determined by the RT-qPCR technique. Embryo production was evaluated on 

D7 and D9. Statistical analysis was performed using the SAS PROC MIXED software. No 

difference was observed between groups for the relative expression of PTGES (P = 0.5496) and 

AKR1B1 (P = 0.1794).   The relative expression of PTGS2 was higher (P = 0.0286) in the OA 

group compared to the control and LA groups (1.1090 ± 0.0833 vs 0.7109 ± 0.0748 and 0.7068 

± 0.0577; respectively) and the CLA group did not differ from the other groups.   IFNT 

expression tended (P = 0.1148) to be higher in the CLA and OA groups compared to the control 

(0.1544 ± 0.0293 and 0.1750 ± 0.0465 vs 0.0344 ± 0.0073 respectively). DNMT3A expression 

tended to be higher (P = 0.0797) in the CLA and OA groups compared to the control (0.0009 ± 

0.0001 and 0.0012 ± 0.0005 vs 0.0001 ± 0.00008 respectively). It is concluded that 

supplementation with OA increased the transcript abundance for PTGS2 and CLA and OA 

tended to increase transcripts for IFNT and DNMT3A, while supplementation with EPA + DHA 

negatively affected embryonic production rates. 

 

Key words: omega-3, omega-6, omega-9, prostaglandins, pregnancy, bovine. 
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1 INTRODUÇÃO  

A transferência de embriões em tempo fixo (TETF) aliada à produção in vitro de 

embriões (PIVE) constituem biotécnicas poderosas na rápida multiplicação de matrizes 

geneticamente expoentes. De acordo com a Sociedade Internacional de Transferência de 

Embriões (IETS) 68,7% dos embriões do mundo são produzidos por PIVE e destes 73,2% são 

transferidos a fresco, sem prévio congelamento, por TETF. No Brasil, a produção anual de 

embriões bovinos teve um aumento de 800% ao longo da última década (VIANA, 2019). 

Atualmente, o Brasil possui representatividade mundial na PIVE na espécie bovina, responsável 

por 70% do total de embriões gerados no mundo. Entretanto, a metodologia da PIVE ainda 

apresenta limitações, visto que somente 40 a 50% dos oócitos maturados e fertilizados in vitro 

atingem o estágio de blastocisto (RIZOS et al., 2002).  

Após a TETF nas receptoras, as taxas de concepção dificilmente superam 50%. Um dos 

principais fatores que comprometem o êxito da prenhez em fêmeas bovinas de corte é a 

mortalidade embrionária precoce (MEP), ocasionada por falhas no reconhecimento materno da 

prenhez (RMP), especificamente no período compreendido entre 15 e 17 dias após a fecundação 

(BINELLI et al., 2001). Para o sucesso no RMP, o concepto (embrião e membranas anexas) deve 

produzir competentemente moléculas que interagem com o endométrio determinando a inibição 

da síntese de prostaglandina F2 (PGF2) 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 (IFNT), sintetizado e secretado pelas células trofoblásticas do concepto, 

foi caracterizado como o principal fator envolvido no RMP na espécie bovina (ROBINSON et 

al., 2006; EALY; YANG, 2009). Quando o concepto produz de maneira competente o IFNT, o 

endométrio apresenta a síntese de PGF2 suprimida enquanto registra-se um aumento na síntese 

de prostaglandina E2 (PGE2) no endométrio e nas células trofoblásticas do embrião e concepto. 

O IFNT e a PGE2, ambos de ação luteotrófica, garantem a permanência do CL e manutenção de 

altas concentrações circulantes de P4, condição fundamental para o RMP (TANIKAWA et al., 

2005). Na incapacidade do concepto em promover tais ações coordenadas, será determinada a 

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

capacidade da síntese de PGF2 e aumentar a síntese de PGE2 pelo endométrio, embrião e/ou 

concepto se tornam de interesse. 

Ácidos graxos específicos (AGE) podem modular a biossíntese de prostaglandinas 

endometrial e embrionária (HWANG et al., 1988; CHENG et al., 2003; MOUSSAVI et al. 2013) e 

também apresentam potencial para incrementar a qualidade de embriões produzidos in vitro. 
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Embriões dispõem da capacidade de incorporar e metabolizar AGE quando adicionados no meio 

de cultivo e estabelecem modificações na biossíntese de eicosanóides envolvendo as 

prostaglandinas (WHATES et al., 2007).   Portanto, a suplementação estratégica com AGE no 

meio de cultivo de embriões durante a PIVE, pode favorecer no embrião e futuro concepto a 

diminuição da síntese de PGF2  e o aumento da síntese de PGE2, assim como o aumento da 

razão PGE2/PGF2.  

O ácido linoleico conjugado (CLA), ocasiona modificações na via metabólica do ácido 

graxo poliinsaturado n-6 na biossíntese de eicosanóides, podendo alterar a concentração de 

PGF2 e PGE2 produzidas pelas células endometriais (HWANG et al., 1988; CHENG et al., 

2003; MOUSSAVI et al. 2013). Lourenço et al., (2022), suplementando meio de cultivo de 

células trofoblásticas bovinas (CT-1) nas concentrações de 10, 20, 50 e 100 µM de CLA (uma 

mistura de ácido cis- e trans-9,11- e -10,12-octadecadienoico) constatou redução da síntese de 

PGF2,  e redução da síntese de PGE2 com 24 e 72 horas de cultivo, entretanto, observou-se 

um aumento da razão PGE2/PGF2 em todas as concentrações testadas. Adicionalmente, 

Lourenço et al. (2022) constatou que o ácido oleico (AO) também proporcionou modificações 

na síntese de PGs, onde o AO na concentração de 1.000 µM diminuiu a síntese de PGF2 e 

aumentou a síntese de PGE2 após 72 horas de exposição ao tratamento. 

Meier et al., (2009) avaliaram os efeitos do ácido graxo eicosapentaenóico (EPA), ácido 

graxo docosahexaenóico (DHA) e ácido linoleico (AL) em células endometriais e tecido 

trofoblástico de ovelhas na síntese de PGF2α e PGE2 durante uma breve cultura. Não houve 

uma modificação na síntese das PGs oriunda da suplementação com os AGs no endométrio de 

fêmeas np D16, estando as mesmas prenhes ou não. Também observaram que tais AGs não 

modificaram a síntese de PGF2α e PGE2 no endométrio e células trofoblásticas no D17.  

Os AGE além de alterar a biossíntese de prostaglandinas de forma a beneficiar o RMP, 

também podem beneficar a metilação do DNA. A reprogramação epigenética é crucial durante 

desenvolvimento embrionário inicial. Desse modo, falha na remodelação epigenética, como um 

padrão de metilação alterado, implica em efeitos prejudiciais na ativação do genoma e na 

diferenciação de células embrionárias (LIANG et al., 2011b; SALILEW-WONDIM et al., 

2018). Os efeitos adversos do ambiente no qual o embrião está inserido afeta sua sobrevivência 

e desenvolvimento, e são mais visíveis nos estágios iniciais de desenvolvimento, quando a 

condição de cultura leva a alterações na reprogramação do genoma (DEAN et al., 2001; NAZRI 

et al., 2023). Em bovinos, o meio de maturação no qual os oócitos estão inseridos provoca 

hipermetilação no fígado de fetos com 50 dias de desenvolvimento (HIENDLEDER et al., 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/epigenetics
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2006). Os sistemas de cultivo de embriões bovinos e embriões derivados de transferência 

nuclear podem ter a expressão de DNA metiltransferases (DNMTs) alterada em embriões no 

estágio de pré-implantação, e os dados disponíveis sugerem que a manutenção e a metilação de 

novo do DNA podem ser afetadas (WRENZYCKI; NIEMANN, 2003). 

A hipótese é que a suplementação com ácido linoleico conjugado (CLA), ácido linoleico 

(AL), ácido oleico (AO) ou ácido eicosapentanóico (EPA) associado ao ácido 

docosahexaenóico (DHA) no meio de cultivo de embriões bovinos produzidos in vitro modifica 

a expressão de transcritos envolvidos na biossíntese de eicosanóides e no RMP, além de 

favorecer o nível de metilação do DNA nos embriões bovinos. Para tanto, objetivou-se avaliar 

em embriões bovinos produzidos in vitro os efeitos da suplementação com 100 µM CLA, 100 

µM AL, 100 µM AO ou 50 µM EPA + 50 µM DHA na expressão de transcritos envolvidos na 

biossíntese de prostaglandinas (PTGS2, PTGES, AKR1B1), no RMP (IFNT), no nível de 

metilação do DNA (DNMT3A) e na taxa de produção embrionária com 7 e 9 dias de cultivo. 

 

2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Delineamento experimental 

Conforme ilustrado na Figura 11, os oócitos bovinos foram divididos equitativamente 

em cinco grupos experimentais, com aproximadamente 14 a 25 oócitos por tratamento, a cada 

repetição realizada. Os grupos experimentais testados foram controle (n = 223), CLA (n = 223), 

AL (n = 227), AO (n = 225) e EPA + DHA (n = 219). Foram realizadas 8 repetições 

experimentais. A maturação in vitro (MIV) de oócitos foram realizadas em placas de Petri em 

sistema de gotas com a suplementação de 5% de SFB sob óleo mineral. A fertilização in vitro 

(FIV) também foi realizada em sistema de gotas, por 18 horas sob óleo mineral. A 

suplementação dos ácidos graxos foi realizada somente no cultivo in vitro (CIV) dos embriões 

na concentração final de 100 μM de CLA, 100 μM de AL, 100 μM de AO e 50 μM EPA + 50 

μM DHA. A solução estoque dos ácidos graxos foi preparada em DMSO, de forma que todos 

os meios foram balanceados para conterem idêntica concentração de DMSO (0,2%). O CIV foi 

realizado em placas de 4 poços contendo aproximadamente 700 μL (o meio foi balanceado 

conforme a quantidade de estrturas no poço) de meio suplementado de acordo com cada 

tratamento e 1,25% de SFB.  A produção embrionária foi avaliada no D3 (taxa de clivagem), 

D7 (taxa de blastocisto) e D9 (taxa de blastocisto e taxa de eclosão) considerando como o D0 
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o dia da fertilização in vitro. No D9, os embriões foram armazenados a -80oC. Foram utilizados 

3 pools para cada grupo experimental em cada pool continha três blastocistos expandidos 

coletados no D9. O pool de embriões foi analisado por RT-qPCR quanto à abundância dos 

transcritos PTGS2, PTGES, AKR1B1, IFNT e DNMT3A. 

 

Fonte: elaborado pelo autor 

Figura 11. Delineamento Experimental. Oócitos bovinos foram divididos equitativamente em cinco grupos 

experimentais, com aproximadamente 14 a 25 oócitos por tratamento, a cada repetição realizada. Os grupos 

experimentais testados foram controle (n = 223), CLA (n = 223), AL (n = 227), AO (n = 225) e EPA + DHA (n = 

219). Foram realizadas 8 repetições experimentais. A maturação in vitro (MIV) de oócitos foram realizadas em 

placas de Petri em sistema de gotas com a suplementação de 5% de SFB sob óleo mineral. A fertilização in vitro 

(FIV) também foi realizada em sistema de gotas, por 18 horas sob óleo mineral. A suplementação dos ácidos graxos 

foi realizada somente no cultivo in vitro (CIV) dos embriões na concentração final de 100 μM de CLA, 100 μM de 

AL, 100 μM de AO e 50 μM EPA + 50 μM DHA. A solução estoque dos ácidos graxos foi preparada em DMSO, 

de forma que todos os meios foram balanceados para conterem idêntica concentração de DMSO (0,2%). O CIV foi 

realizado em placas de 4 poços contendo aproximadamente 700 μL (o meio foi balanceado conforme a quantidade 

de estrturas no poço) de meio suplementado de acordo com cada tratamento e 1,25% de SFB.  A produção 

embrionária foi avaliada no D3 (taxa de clivagem), D7 (taxa de blastocisto) e D9 (taxa de blastocisto e taxa de 

eclosão) considerando como o D0 o dia da fertilização in vitro. No D9, os embriões foram coletados e armazenados 

a -80oC. Foram utilizados 3 pools para cada grupo experimental contendo três blastocistos expandidos coletados no 

D9. O pool de embriões foi analisado por RT-qPCR quanto à abundância dos transcritos PTGS2, PTGES, AKR1B1, 

IFNT e DNMT3A. 

 

 

2.2 Local do experimento 

O estudo foi executado no Laboratório de Fisiologia do Endométrio e do Embrião (LIFE), 

localizado na Faculdade de Ciências Agrárias e Tecnológicas (FCAT), da Universidade Estadual 

Paulista (UNESP), Dracena, São Paulo, Brasil. As análises por ELISA foram realizadas no 

Laboratório de Fisiologia e Endocrinologia Molecular (LFEM), na Faculdade de Medicina 

Veterinária e Zootecnia (FMVZ), no Centro de Biotecnologia em Reprodução Animal (CBRA), 
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Pirassununga, São Paulo, Brasil. Todas as práticas foram realizadas de acordo com os Princípios 

Éticos da Experimentação Animal, aprovadas pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal 

(CEUA) da Faculdade de Ciências Agrárias e Tecnológicas da UNESP de Dracena (Protocolo 

nº 07/2021 – CEUA), estado de São Paulo, Brasil. 

 

2.3 Aspiração folicular de ovários oriundos de abatedouros 

  

Ovários de fêmeas Bos taurus indicus foram obtidos em abatedouros e imediatamente 

após o abate, foram transportados ao laboratório imersos em solução salina (0,9% NaCl) a 36oC 

em caixa térmica, de forma que a temperatura fosse mantida durante todo o transporte.  No 

laboratório, folículos com o diâmetro de 2 a 10 mm foram aspirados com o uso de uma seringa 

de 10 mL acoplada a uma agulha de 18-G. O fluído folicular obtido da aspiração dos folículos 

foi depositado em um tubo cônico estéril de 15 mL que foi mantido a 37,5oC até que a 

decantação dos oócitos no fundo do tubo. O sobrenadante foi removido e o sedimento foi 

transferido para placas de poliestireno 100 x 20 mm de diâmetro (Corning Incorporated, NY, 

USA) e avaliado em microscópio estereoscópico. Os COCs foram avaliados e categorizados 

em graus I, II ou III; de acordo com as características morfológicas (SCENNA et al., 2004). 

Foram utilizados somente COCs com citoplasma homogêneo e circundado por múltiplas 

camadas de células do cumulus (graus I e II). 

 

2.4 Maturação in vitro dos complexos cumulus-oócito (COCs) 

 

Os COCs selecionados foram lavados três vezes em gotas de 50 L de meio de lavagem 

H-199, constituído por TCM-199 (Gibco BRL) suplementado com 0,2 mM de piruvato, 20 mM 

de HEPES, 5 mM de bicarbonato de sódio (NaHCO3) e 75 µg de gentamicina/mL. 

Posteriormente foram lavados uma vez em meio de maturação B-199, constituído de TCM-199, 

suplementado com 0,2 mM de piruvato, 25 mM de bicarbonato de sódio, 75 µg de 

gentamicina/ml, 0,5 µg de FSH/ml (Pluset®, Hertape Calier, Juatuba, MG, Brasil), 100 UI de 

hCG/ml (Vetecor®, Hertape Calier, Juatuba, MG, Brasil) acrescido de 5% de SFB (Gibco BRL) 

de acordo com o grupo de tratamento. Posteriormente, os COCs foram alocados aleatoriamente 

em gotas de 100 μL de meio de maturação, suplementados com 5% de SFB sob óleo mineral. A 

MIV foi realizada em incubadora a 38,5oC em atmosfera umidificada a 5% de CO2, durante 24 

horas. Todos os meios utilizados na MIV foram produzidos pelo Laboratório Botupharma 

Animal Biotechnology (Botucatu- SP, Brasil). O total de oócitos utilizados no experimento foi 
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de 1117 distribuídos equitativamente nos diferentes grupos: controle (n = 223), CLA (n = 223), 

AL (n = 227), AO (n=225) e EPA + DHA (n = 219).  A cada repetição, foram utilizadas de 14 a 

25 oócitos, tendo sido realizadas 8 repetições experimentais. 

 

2.5 Fertilização in vitro (FIV) 

 

Grupos de aproximadamente 14 a 25 COCs foram alocados aleatoriamente em gotas 

contendo 100 μL de meio de fertilização sob óleo mineral para receberem o sêmen. Foi utilizado 

o sêmen criopreservado de um único touro Nelore e única partida (PRO PHELPS BAL, Central 

Bela Vista, partida NE 543114BAL), sendo sua fertilidade in vitro previamente comprovada. 

A palheta de sêmen foi descongelada a 36 oC por 30 segundos em um descongelador automático 

de sêmen (WTA, modelo INPI/D1710561-9, Cravinhos, São Paulo, Brasil) e em seguida foi 

avaliada a qualidade espermática. Ao sêmen foi adicionado o gradiente composto por meio 

Select Sperm acrescido de CAP. Logo após, esta mistura foi centrifugada a 5000 x g, durante 5 

minutos em temperatura ambiente. Posteriormente a centrifugação, o sedimento contendo os 

espermatozoides foi avaliado quanto a motilidade e concentração espermática em câmara de 

Neubauer. Após a MIV, os COCs foram lavados três vezes em gotas de 50 L de meio FIV 

comercial.  Assim, os COCs foram colocados no meio FIV em gotas de 100 μL de meio de 

fertilização dispostas em placas de petri de 35 mm cobertas com óleo siliconado para receberem 

o sêmen diluído. O sêmen foi diluído na concentração final fosse ajustada para 2 x 106 

espermatozóides/mL. O pellet de espermatozoides foi ressuspendido em meio FIV de acordo 

com o resultado do cálculo. Foram utilizados 6 μL desse conteúdo para fertilizar cada gota de 

100 μL de meio de fertilização. Os oócitos foram submetidos a FIV durante 18 horas em 

incubadora a 38,5 oC em atmosfera umidificada a 5% de CO2. Todos os meios utilizados na 

FIV foram produzidos pelo Laboratório Botupharma Animal Biotechnology (Botucatu- SP, 

Brasil). 

 

2.6 Preparo das soluções de ácidos graxos  

 

Ácido linoléico conjugado (Sigma-Aldrich, EUA, Cat N°. O5507), AL (Sigma-Aldrich, 

USA, Cat N°. L1376), AO (Sigma-Aldrich, USA, Cat N°. O1383), EPA (Sigma-Aldrich, USA, 

Cat N°. PHR1790) e DHA (Sigma-Aldrich, USA, Cat N°. D2532). Uma solução estoque de 

cada ácido graxo foi preparada na concentração de 1.000.000 µM/mL para o CLA, AL, AO e 

EPA, 200.000 µM/mL para o DHA, todas as soluções foram preparadas em dimetilsulfóxido 

https://www.sciencedirect.com/topics/veterinary-science-and-veterinary-medicine/cat
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(DMSO, Sigma-Aldrich, USA, Cat N°. D2650) conforme descrito pela Ref. (CHENG et al., 

2003) , sendo que todos os meios foram balanceados para conterem a mesma concentração de 

DMSO (0,2%) e armazenado a -20 °C até o uso. e armazenado a -20°C até o uso. Para o preparo 

da suplementação, o estoque de cada ácido graxo foi diluído em meio CIV (Botufiv) 

suplementado com 1,25% de SFB. A suplementação dos ácidos graxos foi realizada somente 

no cultivo in vitro (CIV) dos embriões na concentração final de 100 μM de CLA, 100 μM de 

AL, 100 μM de AO e 50 μM EPA + 50 μM DHA. Todas as soluções de tratamentos e o controle 

tinham quantidades semelhantes de DMSO, balanceados com a mesma concentração de 0,2%. 

Foram realizadas 8 repetições experimentais. 

 

2.7 Cultivo in vitro dos embriões (CIV) 

  

Após a FIV, os prováveis zigotos foram colocados em 50 L do meio de lavagem, e 

foram submetidos ao desnudamento, pelo procedimento de turbilhonamento do meio por 

sucessivas pipetagens com o objetivo de remoção das células do cumulus excedentes. 

Posteriormente lavados três vezes sucessivamente em gotas de 50 L de meio de cultivo 

suplementado com seus determinados ácidos graxos. Após este processo, as estruturas foram 

alocadas nas placas de 4 poços (Nunc IVF Multidish, Ref. 179830) contendo 700 L de meio 

de cultivo CIV acrescido de 1,25% de SFB (Gibco BRL) com os respectivos tratamentos CLA, 

AL, AO e EPA + DHA e o grupo controle. Todos os meios utilizados no CIV foram produzidos 

pelo Laboratório Botupharma Animal Biotechnology (Botucatu- SP, Brasil). Os prováveis 

zigotos com os respectivos tratamentos foram mantidos em incubadora a 38,5oC em atmosfera 

umidificada a 5% de CO2 durante 9 dias. O “Feeding” foi realizado no dia 5 (D5), onde 50% 

do meio de cultivo foi substituído por um novo meio de cultivo glicosado e com os respectivos 

tratamentos. 

 

2.8  Avaliação da produção embrionária  

 

   A produção embrionária foi avaliada no D3 (taxa de clivagem), D7 (taxa de blastocisto) 

e D9 (taxa de blastocisto e taxa de eclosão) considerando como o D0 o dia da fertilização in 

vitro. Determinou-se a  taxa de blastocisto  (número de blastocisto / número de oócitos cultivados 

x 100) e taxa de eclosão (número de blastocisto eclodidos/ número de oócitos cultivados x 100).  
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2.9 Armazenamento dos embriões para posterior análise por RT-qPCR 

Os embriões (blastocistos expandidos) foram lavados em três gotas de 50 µL de 

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS (1X), Gibco, Ref. 14190-144, Paisley, UK), e 

transferidos para microtubos e armezado no freezer - 80ºC até o momento de sua utilização na 

RT-qPCR. 

 

2.10 Extração de RNA e síntese de cDNA 

 

Para a RT-qPCR foram utilizados blastocistos expandidos no D9. No grupo EPA + DHA 

não houve produção suficiente de blastocistos expandidos que possibilitasse a formação de 

pools, para extração de RNA. O RNA total foi extraído de 3 pools de 3 blastocistos expandidos 

de 4 grupos experimentais (Controle 0 M, CLA 100 M, AL 100 M e AO 100 M), usando 

PicoPure RNA Isolation Kit (ThermoFisher Scientific KIT0204/KIT0214), de acordo com as 

instruções do fabricante. A concentração e pureza das amostras de RNA total extraídas foram 

determinadas usando espectrofotometria (NanoVue; GE Healthcare) e os valores das razões de 

absorbância (A260/280) variaram entre 1,2 e 1,4. Amostras de RNA (100 ng) de embriões 

foram tratadas com DNase I (Invitrogen, DNase I Amplification Grade, Ref. 18068-015, CA, 

USA) e reações de transcrição reversa de cDNA (Applied Biosystems, High Capacity cDNA 

Reverse Transcription Kit, Ref. 4368814, Foster City, CA). A RT-qPCR foi realizada usando 

corante SYBR Green (Applied Biosystems Inc.) para avaliar os transcritos PTGS2, PTGES, 

AKR1B1, IFNT e DNMT3A. As reações de RT-qPCR e a detecção de fluorescência foram 

realizadas no termociclador StepOne Plus Real-Time PCR System programado para iniciar com 

estágio de espera (95ºC por 10 minutos), seguido por 40 ciclos compostos por fase de 

desnaturação (95ºC por 15 segundos) e anelamento e extensão (60ºC por 1 minuto). A curva de 

dissociação (melting) foi obtida imediatamente após a amplificação permanecendo a 95ºC por 

15 minutos, passando a 60ºC por 1 minuto e voltando a 95ºC por 15 minutos. Para cada gene, 

a concentração de primers na reação (150 nM, 300 nM, 450 nM ou 600 nM) foi testada – usando 

um pool de amostras de cDNA diluído em 1:20 – e selecionada de acordo com a eficiência de 

amplificação, falta de amplificação no controle negativo e análise da curva de melting. Depois 

de escolhida a concentração do primer, foi feita uma curva padrão composta por cinco pontos 

de pool de cDNA diluído em série de 1:5 a 1:80. Cada ponto da curva foi testado em duplicata. 

A eficiência de amplificação foi calculada pela equação: 𝐸𝑓𝑖𝑐𝑖ê𝑛𝑐𝑖𝑎 = −1 + 10(−1/𝑖𝑛𝑐𝑙𝑖𝑛𝑎çã𝑜). 

Foram consideradas validadas as curvas padrão com eficiência entre 70 e 138% e coeficiente 

de determinação da equação de regressão (R2) ≥ 0,86. Os genes ACTB e RPS9 foram validados 
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e utilizados como housekeeping após determinação da estabilidade de expressão por meio do 

software geNorm (VANDESOMPELE et al., 2002). A média geométrica da abundância destas 

duas referências foi usada para a normalização da abundância dos genes alvo. 

 

2.11 Seleção e validação de pares de primers 

 

Os primers dos 5 genes alvo e dos 2 genes referência, validados e analisados neste 

experimento, estão apresentados na Tabela 1.  

 

Tabela 2. Símbolo dos genes alvos e genes de referências, sequência forward e reverse dos primers, número de 

GenBank e referência na literatura utilizada para gerar os primers 

 

Os dados de validação dos primers e da concentração das amostras para os genes alvos 

estão apresentados na Tabela 2 e dos genes de referência na Tabela 3.   

 

Tabela 3. Dados de validação dos primers e da concentração das amostras dos genes alvo para RT-qPCR. 

 

 

          Genes Alvos PTGES AKR1B1 IFNT PTGS2 DNMT3A 

Concentração do primer (nM)   150     300  300   300     300 

Diluição da amostra   1:20    1:20  1:20   1:20     1:20 

Eficiência de amplificação (%) 110,00   109,05 111,00   96,50     138 

Coeficiente de determinação (R2)  0,84    0,95  0,99    0,92     0,86 

 

 

   Genes alvos 
               Sequência do Primer 

Número 

GenBank 
Referência 

PTGES 
Forward: GCTGCGGAAGAAGGCTTTTGCC 

Reverse: GGGCTCTGAGGCAGCGTTCC 

 

NM_174443.2 PrimerQuest 

AKR1B1 
Forward: ATACAAGCCGGCGGTTAAC 

Reverse: TGTCTGCAATCGCTTTGATC 

 

NM_001012519 ULBRICH et al., 2009 

IFNT 
Forward: CATCTTCCCCATGGCCTTCG 

Reverse: TCATCTCAAAGTGAGTTCAG 

 

AF238613 BAI et al., 2011 

PTGS2 

 

DNMT3A 

Forward: CCAGAGCTCTTCCTCCTGTG 

Reverse: GGCAAAGAATGCAAACATCA 

 

Forward: TTACACAGAAGCATATCCAGG 

Reverse: GAGGCGGTAGAACTCAAAG 

NM_174445.2 

 

NM_181813.2 

PrimerQuest 

 

ABAZARIKIA et al., 2021 

Genes referências    

RPS9 
Forward: GAGCTGGGTTTGTCGCAAA 

Reverse: GGTCGAGGCGGGACTTCT 

 

DT860044 HUGHES et al., 2017 

ACTB 
Forward: 

GGATGAGGCTCAGAGCAAGAGA 

Reverse: TCGTCCCAGTTGGTGACGAT 

NM_173979.3 
BETTEGOWDA et al., 

2006 
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Tabela 4. Dados de validação dos primers e da concentração das amostras dos genes de referência para RT-qPCR. 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.12 Análises da expressão de transcrições 

 

A análise da abundância relativa dos transcritos foi realizada utilizando primers 

específicos para bovinos, todos pré-selecionados. A expressão relativa dos genes alvos foi 

comparada entre o grupo controle e os tratados com CLA, AL e AO na concentração de 100 

µM em pools de 3 blastocistos expandidos coletados no D9. As reações foram realizadas em 

triplicata. A eficiência da RT-qPCR foi determinada e os valores do ciclo de quantificação (Cq) 

por amostra utilizando o software LingRegPCR. Os dois genes mais estáveis para normalização 

(RPS9 e ACTB), selecionados pelo software geNorm, foram utilizados como genes de 

referência. A expressão dos genes alvos foi avaliada por RT-qPCR e normalizada em relação à 

média geométrica dos genes de referência usando o método comparativo limiar do ciclo delta 

(Ct) (PFAFFL, 2001). 

 

 

2.13 Análise estatística 

 

Todas as análises estatísticas foram realizadas usando o PROC MIXED do SAS (versão 

9.2, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). Os dados de abundância dos transcritos foram 

analisados por ANOVA usando o efeito fixo do tratamento. Os resultados estão apresentados 

com médias ± erro padrão da média (EPM). Para todas as análises, significância foi considerada 

quando P  0,05. Considerou-se tendência quando o valor de 0,05 > P < 0,1618.   

 

3. RESULTADOS 

 

 

 

 

 

 

Gene RPS9 ACTB 

Concentração do primer (nM) 300 300 

Diluição da amostra 1:20 1:20 

Eficiência de amplificação (%) 103,70 99,42 

Coeficiente de determinação (R2) 0,94 0,99 
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3.1 Taxa de clivagem no D3  

Conforme ilustrado na Figura 12, observou-se que a taxa de clivagem no D3 não foi 

diferente (P = 0,9685) quando se comparou os diferentes grupos de tratamento.  

  
 

Figura 12. Efeitos da suplementação com 100 μM de ácido linoleico conjugado (CLA), 100 μM de ácido linoleico 

(AL), 100 μM de ácido oleico (AO) e 50 μM de ácido eicosapentanóico (EPA) + 50 μM de ácido docosahexanóico 

(DHA) em meio de cultivo (CIV) de embriões bovinos produzidos in vitro na taxa de clivagem (número de 

estruturas clivadas / número de oócitos cultivados x 100) no D3 (D0 = dia da fertilização in vitro). Os dados estão 

apresentados em média ± erro padrão da média (EPM).  

 

3.2 Taxa de blastocisto no D7  

 

Conforme ilustrado na Figura 13, foi evidenciado que nenhum dos ácidos graxos 

utilizados aumentou a taxa de blastocistos no D7 quando comparados ao grupo controle, 

entretanto, no grupo EPA + DHA a taxa de blastocisto tendeu a ser menor (P = 0,1023) 

comparado aos grupos Controle e AO (4,97 1,60 vs. 15, 63  3,22 e 15, 09  0,92, 

respectivamente). 
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Figura 13. Efeitos da suplementação com 100 μM de ácido linoleico conjugado (CLA), 100 μM de ácido linoleico 

(AL), 100 μM de ácido oleico (AO) e 50 μM de ácido eicosapentanóico (EPA) + 50 μM de ácido docosahexanóico 

(DHA) em meio de cultivo (CIV) de embriões bovinos produzidos in vitro na taxa de blastocisto (número de 

blastocistos / número de oócitos cultivados x 100) no D7 (D0 = dia da fertilização in vitro). Os dados estão 

apresentados em média ± erro padrão da média (EPM).  
# a,b Letras maiúsculas diferentes indicam que houve uma tendência entre tratamentos (P = 0,1023) 

 

 

3.3 Taxa de blastocisto no D9  

 

Conforme ilustrado na Figura 14, foi evidenciado que nenhum dos ácidos graxos 

utilizados aumentou a taxa de blastocistos no D9 quando comparados ao grupo controle, 

entretanto, no grupo EPA + DHA a taxa de blastocisto foi menor (P = 0,0271) comparado aos 

grupos Controle, AL e AO (2,93  1,56 vs. 12,85  3,58; 14,43  2,51 e 14,44  2,78 

respectivamente). 

 

 
Figura 14. Efeitos da suplementação com 100 μM de ácido linoleico conjugado (CLA), 100 μM de ácido linoleico 

(AL), 100 μM de ácido oleico (AO) e 50 μM de ácido eicosapentanóico (EPA) + 50 μM de ácido docosahexanóico 

(DHA) em meio de cultivo (CIV) de embriões bovinos produzidos in vitro na taxa de blastocisto (número de 
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blastocistos / número de oócitos cultivados x 100) no D9 (D0 = dia da fertilização in vitro). Os dados estão 

apresentados em média ± erro padrão da média (EPM).  
a,b Letras minúsculas diferentes indicam que houve diferença entre tratamentos (P < 0,05) 

 
 

3.4 Taxa de eclosão no D9  

 

Conforme ilustrado na Figura 15, a taxa de eclosão diferiu (P = 0,0316) entre os 

diferentes grupos experimentais. No grupo suplementado com EPA + DHA não houve a 

produção de blastocistos eclodidos em todas as repetições realizadas ao longo do experimento. 

 

 
Figura 15. Efeitos da suplementação com 100 μM de ácido linoleico conjugado (CLA), 100 μM de ácido linoleico 

(AL), 100 μM de ácido oleico (AO) e 50 μM de ácido eicosapentanóico (EPA) + 50 μM de ácido docosahexanóico 

(DHA) em meio de cultivo (CIV) de embriões bovinos produzidos in vitro na taxa de eclosão número de 

blastocistos eclodidos / número de oócitos cultivados x 100) no D9 (D0 = dia da fertilização in vitro). Os dados 

estão apresentados em média ± erro padrão da média (EPM).  
a,b Letras minúsculas diferentes indicam que houve diferença entre tratamentos (P < 0,05) 

 

3.5 Abundância de PTGS2, PTGES, AKR1B1, IFNT e DNMT3A no D9 

 

 

PTGS2, PTGES, AKR1B1. Na Figura 16, estão ilustrados os níveis de expressão relativa dos 

transcritos avaliados. O grupo AO teve a expressão de PTGS2 maior (P = 0,0286) em relação 

ao grupo controle e AL (1,1090 ± 0,0833 vs. 0,7109 ± 0,0748 e 0,7068 ± 0,0577; 

respectivamente). O grupo CLA não diferiu dos demais grupos. Os níveis de expressão relativa 

de PTGES não diferiu (P = 0,5496) entre os grupos controle, CLA, AL e AO (0,0135 + 0,0041; 

0,0159 + 0,0020; 0,0098 + 0030 e 0,0152 + 0,0019; respectivamente). Os níveis de expressão 

relativa de AKR1B1 não diferiu entre os grupos (P = 0,1794) controle, CLA, AL e AO (0,0615 

± 0,0264; 0,0769 ± 0,0160; 0,0257 ± 0,0022 e 0,0769 ± 0,0120 respectivamente). 
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IFNT. Conforme ilustrado na Figura 16, os níveis de expressão relativa de IFNT tenderam a 

diferir entre os grupos (P = 0,1148) os grupos CLA e AO tiveram a expressão de IFNT maior 

em relação ao grupo Controle (0.1544 ± 0.0293 vs 0.1750 ± 0.0465 vs 0.0344 ± 0.0073, 

respectivamente), o grupo AL não diferiu dos demais grupos, após suplementação do meio de 

cultivo de embriões bovinos produzidos in vitro com ácidos graxos na concentração de 100 µM.  

 

DNMT3A. Conforme ilustrado na Figura 16, houve uma tendência dos grupos CLA e AO 

terem uma maior (P = 0,0797) expressão de DNMT3A quando comparado ao grupo Controle 

(0,0009 ± 0,0001 vs. 0,0012 ± 0,0005 e 0,0001 ± 0,00008; respectivamente).  
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Figura 16. Abundância de transcritos para PTGS2, PTGES, AKR1B1, IFNT e DNMT3A; calculada pela 

expressão relativa aos genes referência ACTB e RPS9, após suplementação com 100 μM de ácido linoleico 

conjugado (CLA), 100 μM de ácido linoleico (AL), 100 μM de ácido oleico (AO) e 50 μM de ácido 

eicosapentanóico (EPA) + 50 μM de ácido docosahexanóico (DHA) em meio de cultivo de embriões bovinos 

produzidos no D9 (D0 = dia da fertilização in vitro). Os dados estão apresentados em média ± erro padrão da 

média (EPM).  
a,b Letras diferentes minúsculas indicam que houve diferença entre tratamentos (P < 0,05) 
A,B Letras diferentes maiúsculas indicam que houve tendência entre tratamentos (P > 0,05 e < 0,12)  

 

 

 

Na Figura 17, encontra-se representada uma sumarização dos resultados.  

 

 
Fonte: elaborado pelo autor 

Figura 17. Sumarização dos resultados apresentados após suplementação com 100 μM de ácido linoleico 

conjugado (CLA), 100 μM de ácido linoleico (AL), 100 μM de ácido oleico (AO) e 50 μM de ácido 

eicosapentanóico (EPA) + 50 μM de ácido docosahexanóico (DHA) em meio de cultivo de embriões bovinos 

produzidos no D9 (D0 = dia da fertilização in vitro).   

 

 

3 DISCUSSÃO 
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Os embriões bovinos produzidos in vitro foram suplementados com diferentes ácidos 

graxos (CLA, AL, AO e EPA + DHA), onde avaliou-se a expressão de transcritos envolvidos 

na biossíntese de PGE2 e PGF2α (PTGS2, PTGES e AKR1B1), reconhecimento materno da 

prenhez (IFNT) e metilação do DNA (DNMT3A) em embriões bovinos no D9 do cultivo in 

vitro. Nossos dados sustentam que os embriões bovinos constituem uma potencial fonte de 

PGE2 e PGF2α, e que essa síntese de PGs pode ser modulada por ácidos graxos específicos, 

uma vez que a expressão do transcrito para PTGS2 foi alterada. Prostaglandina-endoperóxido 

sintase 2 (PTGES2), também conhecida como COX 2, responsável pela conversão do AA em 

PGH2 teve sua expressão aumentada em embriões bovinos quando tratados com 100 µM de 

AO. Tal aumento de expressão, pode resultar em uma maior conversão de AA em PGH2, 

resultando em maiores quantidades de substrato disponível para a geração de prostaglandinas, 

que dependendo da modulaçõa pode ser convertida em de PGH2 em PGE2 e PGF2α. 

O presente experimento compreende parte de um estudo maior, onde no trabalho de 

Rolniche et al. (2024) (dados ainda não publicados), o meio de cultivo do estudo aqui realizado  

foi mensurado pela técnica de ELISA quanto à concentração de PGE2 e PGF2α no D9 do 

cultivo in vitro dos embriões. A autora constatou que os grupos CLA e EPA+DHA 

apresentaram as menores (P < 0,0001) concentrações de PGE2 diferindo dos grupos controle, 

AL e AO (0,2676 ± 0,0552 e 0,0920 ± 0,0082 vs. 1,1376 ± 0,2528; 3,6362 ± 1,1514 e 1,19 ± 

0,2029 respectivamente), os grupos AL e AO não diferiram do controle. Os grupos AL e AO 

apresentaram maior (P < 0,0001) síntese de PGF2α comparado a que?  (0,7026 ± 0,1644 e 

0,4110 ± 0,0391 vs. 0,2658 ± 0,0378 respectivamente). Os grupos CLA e EPA + DHA 

apresentaram menor (P < 0,0001) concentração de PGF2α comparado ao grupo controle 

(0,0778 ± 0,0077 e 0,0570 ± 0,0046 vs. 0,2658 ± 0,0378). O grupo EPA + DHA foi o unico 

grupo a ter a razão PGE2/PGF2α diminuída (P = 0,0336) em relação ao Controle (1,6340 ± 

0,1360 vs. 4,1100 ± 0,7667; respectivamente).  

O intuito do estudo era incremenar a síntese de PGE2 e diminuir PGF2α, contudo, pode 

se observar que a expressão de algumas das enzimas responsáveis pela conversão do PGH2 em 

PGE2 e PGF2α não foram moduladas, dessa maneira entende-se que nem a via de síntese de 

PGE2 e PGF2α foram beneficiadas por essas enzimas, entretanto existem outras enzimas que 

também são resposáveis por essa conversão e que não foram avaliadas. Ressalta-se que algumas 

das anzimas não avaliadas podem estar exercendo efeitos na rota de síntese de PGE2 ou PGF2α. 

Em células do cumulus bovino, foi demonstrado que a PGE2 é a 

principal prostaglandina relacionada a enzima PTGS2 (converte o AA em PGH2) encontrada 

no microambiente de oócitos bovinos, tanto in vivo quanto in vitro (NUTTINCK et al., 2002, 

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/prostaglandin
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2008). A enzima PTGS2 está relacionada com a clivagem e o número de blastômeros, e a 

inibição de sua atividade ocasiona desacelaração da cinética da clivagem embrionária inicial e 

reduz o número total de blastômeros em COCs bovinos (NUTTINCK et al., 2011). No presente 

estudo tivemos um aumento da expressão da enzima PTGS2, entretanto esse fato não refletiu 

em maiores taxas de blastocistos no D7 e D9, mas esse aumento de expressão pode ter 

proporcionado um aumento na cinética de clivagem e aumentado o número de blastômeros no 

grupo tratado com AO. 

Boruszewska et al., (2019) sugerem que a produção de PGE2 oriunda dos embriões 

bovinos em estádios anteriores, desde a mórula até ao estágio de blastocisto, poderia influenciar 

o seu avanço no desenvolvimento bem como sua competência. A PGE2 sintetizada pelo 

embrião bovino pode exercer efeitos parácrinos no oviduto e no endométrio, uma vez que vários 

subtipos do receptor PGE2 acoplado à proteína G (EP2, EP3 e EP4) são expressos nas células 

do oviduto bovino durante todas as fases do ciclo estral (GABLER et al., 2008) e em tecidos 

uterinos (EP2 e EP3) até próximo da fase fetal da prenhez (AROSH et al., 2004).  

Quando analisamos as taxas de produção embrionária é possivel observar que o grupo  

EPA + DHA apresentou as piores taxas de produção, não apresentando nenhum blastocisto 

eclodido no D9, tal fato sugere que realmente a concentração de PGE2 pode ter sido dimuída, 

influenciando no desenvolvimento embrionário, bem como sua eclosão. Em contrapartida, 

segundo Scenna et al. (2004), a presença de determinadas concentrações de PGF2α na cultura 

de embriões em 0,1, 1 ou 10 ng/mL por 24 horas diminui as taxas de eclosão quando comparada 

ao controle (24, 29,1, 24,5 e 44,5%, respectivamente; P = 0,05).  

A taxa de clivagem dos embriões foi avaliada no dia 3 do cultivo (D0 = fertilização), 

bem como as taxas de blastocistos que foram avaliadas no D7 e D9, a suplementação do meio 

de cultivo com os determinados ácidos graxos não apresentou diferença significativa na 

produção embrionária quando comparado ao grupo controle. Stinshoff et al., (2014), 

observaram que a suplementação do meio de cultivo com 50 e 100 μM utilizando CLA não 

alterou a taxa de clivagem, porém reduziu a taxa de embriões produzidos quando comparado 

ao grupo controle. A clivagem no presente estudo seguiu o mesmo padrão do autor anterior, os 

grupos que foram tratados com EPA + DHA quando comparados ao grupo controle houve uma 

diminuição da taxa de blastocisto no D7 e no D9 não houve nenhum blastocisto eclodido. A 

suplementação com DHA (1,10 ou 100 μM) fornecido ao longo do cultivo embrionário in vitro, 

não exerceceu efeito positivo na taxa de clivagem, além de reduzir a taxa de blastocistos no dia 

7 quando foi utilizado na concentração de 10 μM (AL DARWICH et al., 2010). Os mesmos 
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autores verificaram que quando foi utilizada a maior concentração de 100 μM houve uma 

diminuição na sobrevivência embrionária. No presente estudo o grupo suplementado com EPA 

+ DHA não produziu nenhum blastocisto eclodido, a associação dos dois ácidos graxos não foi 

benéfica ao desenvolvimento embrionário, um efeito antagônico entre eles pode ter afetado a 

dinâmica do desenvolvimento embrionário. 

Em um estudo utilizando o EPA 100 nM houve uma redução da taxa de maturação dos 

oócitos (P < 0,05), sem afetar a expansão das células do cumulus. Nas concentrações utilizadas, 

o EPA não modificou o desenvolvimento embrionário (NIKOLOFF et al., 2020). No 

presentendo estudo esperávamos um efeito sinergético da combinação de EPA + DHA, 

entretando esse efeito não foi observado, uma vez que a produção embrionária foi efetada 

negativamente pela combinação dos ácidos graxos. 

Encontramos uma resposta diferente para as concentrações de PGE2 e PGF2α no meio 

de cultura in vitro de embriões bovinos suplementados com diferentes ácidos graxos. Embora 

a suplementação com AL e OA não tenha proporcionado aumento na concentração de PGE2, a 

produção de PGF2α por esses mesmos ácidos graxos apresentou um pico, isso sugere que esses 

ácidos graxos podem ter uma interação maior com a via de biossíntese das prostaglandinas. A 

síntese de PGs foi pouco estimulada pela suplementação com CLA e EPA + DHA. 

Durante o reconhecimento RMP, a sinalização entre o embrião e o útero é crucial para 

a manutenção do corpo lúteo e para o sucesso da prenhez, o impacto deletério da PGF2α oriunda 

das células uterina no corpo lúteo bovino é reconhecido. Entretanto, é difícil mensurar com 

clareza o impacto da PGF2α oriunda do embrião no corpo lúteo, tendo em vista que durante o 

momento crítico do reconhecimento materno-fetal, o embrião apresenta um número muito 

menor de células que sintetizam PGF2α em comparação com o número substancialmente maior 

de células uterinas capazes de sintetizar PGF2α. Essa diferença na produção de PGF2α entre as 

células uterinas e embrionárias levanta questões sobre a importância relativa da PGF2α 

embrionária na regulação do corpo lúteo. Estudos adicionais são necessários para entender 

melhor os mecanismos pelos quais o embrião pode influenciar a função luteal, possivelmente 

através de outros fatores de sinalização ou interações complexas entre os tecidos embrionários 

e uterinos. 

Células epiteliais endometriais bovinas tiveram a concentração PGE2 e PGF2α 

diminuídas significativamente no meio de cultura quando expostas a concentrações maiores 

que 50 μM de isômeros de CLA por 24 horas (MOUSSAVI et al., 2013). De outro modo, Cheng 

et al. (2003), constaram que células endometriais de ovelhas expostas ao CLA, tiveram a síntese 
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de PGF2 dimiuida, e a utilização de concentrações menores que 20 μM, aumentou a síntese 

de PGE2. Segundo Meier et al. (2009), realizando uma incubação do tecido trofoblástico 

expostos a EPA, DHA ou AL em uma concentração final de 10 μM por 5 horas, não foi possível 

constatar alteração na síntese de PGF2 e PGE2 no endométrio de fêmeas prenhes e não 

prenhes no D16 e D17 e em células trofoblásticas, houve apenas uma tendência de que EPA e 

DHA reduzissem a liberação de PGE2. 

Cheng et al., (2003), relataram que a suplementação com CLA em células endometrias 

ovinas, aumentou a razão PGE2/PGF2α nas células endometriais. Os resultados do referido 

autor nos mostram que ácidos graxos podem exercer diferentes efeitos a depender do tipo de 

célula e concentração a ser utilizada. 

Maldonado et al. (2023) relataram que a suplementação de células trofoblásticas 

bovinas com diferentes concentrações de ácido linoleico conjugado (CLA) por 24 horas 

resultou na redução da síntese de PGE2 em todas as doses de CLA utilizadas, quando 

comparadas com o controle. Além disso, o estudo mostrou que a suplementação com CLA foi 

capaz de reduzir a síntese de PGF2α em todas as doses e tempos testados. Houve também uma 

redução nos níveis de transcritos de PTGES, PTGER4 e MMP9. 

Em outro estudo, a expressão de mRNA de enzimas envolvidas na síntese de PGE2 em 

embriões produzidos in vitro de novilhas holandesas, todos os embriões bovinos nos estágios 

de mórula e blastocisto apresentaram transcrições para PTGS2 e PTGES1 na síntese de PGE2, 

sendo esta a via predominante.  Os autores sugerem que os embriões utilizam exclusivamente 

a via PTGS2 e PTGES1 na síntese de PGE2 e que a PGE2 está potencialmente envolvida na 

expansão do blastocisto e na competência do seu desenvolvimento (SAINT-DIZIER et al., 

2011).  Em embriões humanos, a PTGS2 também foi predominantemente expressa em 

embriões de 8 células, mórula e blastocisto (WANG et al., 2002). Em nosso estudo com 

embriões bovinos, verificamos um aumento na expressão de PTGS2 no grupo AO, entretanto 

não foi possível a avaliação dos transcritos para PTGES1. 

O aumento de transcritos para a enzima PTGS2 pode ter beneficiado a via de síntese da 

PGF2α, uma vez que a síntese de PGF2α foi maior do que a síntese de PGE2, e 

consequentemente a razão PGE2/PGF2α foi menor, tal fato não era esperado essa situação não 

se torna benéfica ao RMP. 

Embora a expressão de IFNT, tenho dado apenas tendência (P = 0,1148), a expressão 

foi maior nos embriões tratados com 100 µM de CLA e AO. Uma das ações do IFNT, em 

células endometriais bovinas durante o RMP, refere-se a sua ação em aumentar a síntese de 
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PGE2 e diminuir a de PGF2α favorecendo o RMP, este achado de fato pode proporcionar 

maiores chances desses embriões em estabelecerem com sucesso uma prenhez. O CLA e AO 

utilizados no presente estudo podem funcionar como uma molécula sinalizadora que pode se 

ligar a receptores mediando diretamente a expressão gênica e modulando a síntese de proteínas 

e/ou mRNAs.  

De acordo com os resultados, a expressão relativa de DNMT3a teve uma tendência a 

ser aumentada nos grupos tratados com CLA e AO, portanto, as enzimas necessárias para 

catalisar a remodelação epigenética são mais abundantes em embriões bovinos cultivados com 

os referidos ácidos graxo. O DNMT3a e DNMT3b são responsáveis por de novo processo de 

metilação.  

Em conjunto com os dados de outros autores, os ácidos graxos poliinsaturados exercem 

efeitos diferentes sobre as células a depender da característica do tecido, da concentração 

utilizada e do tipo de ácido graxo e é possivel a vizualição de resultados discrepantes quanto 

aos seus potenciais efeitos na síntese de PGs. A diferença na modulação da síntese de PGE2 

pode estar associada diretamente com os tipos de ácidos graxos utilizados e qual via eles vão 

atuar. Estes resultados sugerem que o AO pode afetar a síntese de PG através da disponibilidade 

aumentada de enzimas envolvidas nos processos metabólicos dos eicosanóides. Esses dados 

sugerem que os ácidos graxos podem exercer seus efeitos em uma etapa comum à síntese de 

ambas as prostaglandinas avaliadas, uma vez que as mesmas compartilham dos mesmos 

sistemas enzimáticos compreendidos entre a liberação do ácido araquidônico (AA) da 

membrana fosfolipídica e a síntese de PGH2 ou, simultaneamente, nas vias de síntese de PGE2 

e PGF2α de forma independente. 

 

5 CONCLUSÃO 

Conclui-se que a suplementação com AO aumentou a abundância de transcrito para 

PTGS2 e o CLA e AO tenderam a aumentar os transcritos para IFNT e DNMT3A, enquanto a 

suplementação com EPA + DHA afetou negativamente as taxas de produção embrionária. 
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