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IMPACTO ESPERADO NA SOCIEDADE

A adicdo de 1000 puM de acido oleico no meio de cultivo de células trofoblasticas
bovinas, aumenta a sintese de PGE2 e diminui PGF2a; eventos que colaboram com
0 maior éxito do estabelecimento da prenhez. Verificamos que o favorecimento de tal
sintese decorre de alteracdes na abundancia de transcritos envolvidos na sintese de
PGE2 e PGF2a.



EXPECTED IMPACT ON SOCIETY

The addition of 1000 pM of oleic acid to the culture medium of bovine trophoblastic
cells increases the synthesis of PGE2 and decreases PGF2qa; events that contributes
to the greatest success in establishing pregnancy. We found that favoring such
synthesis results from changes in the abundance of transcripts involved in the
synthesis of PGE2 and PGF2a.
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RESUMO

Em rebanhos bovinos de corte, falhas no reconhecimento materno fetal (RMF)
ocasionadas especialmente pela inabilidade do concepto em bloquear a sintese de
prostaglandina F2a (PGF2a) endometrial, entre os dias 15 e 17 ap0s a fecundacao,
determinam a mortalidade embrionaria precoce (MEP). A MEP constitui uma das
maiores causas de falhas reprodutivas. Para que o RMF seja bem sucedido torna-se
fundamental a manutencdo funcional e estrutural do corpo luteo (CL) e de altas
concentracdes circulantes de progesterona (P4). O interferon-tau (IFNT) constitui a
principal molécula envolvida no sucesso do RMF. Reconhecidamente a PGF2a possui
acOes luteoliticas que promovem a faléncia funcional e estrutural do CL. A
prostaglandina E2 (PGE2) e o IFNT associados, agem por um conjunto de agbes
luteotréficas no CL, que determinam a manutencdo do CL e a sintese de P4.
Estratégias para favorecer RMF objetivam reduzir a capacidade de sintese de PGF2a
e/ou aumentar a sintese de PGE2 e/ou aumentar a razdo PGE2/PGF2a. Tais
prostaglandinas (PG) séo sintetizadas pelo endométrio materno, embrido e concepto
(embrido e membranas anexas). O acido oleico (AO; C18:1 cis-9) reconhecidamente
determina modificacdes na via metabdlica de biossintese de eicosandides, incluindo
as PG. Em um estudo recente realizado pelo grupo (LOURENCO, 2022), células
trofoblasticas bovinas (CT-1) foram cultivadas com AO nas concentra¢cdes de 0, 50,
100, 200, 500 e 1000 yM durante 72 horas, onde na concentragcdao de 1000 uM
observou-se uma reducgado na sintese de PGF2a, aumento na sintese de PGE2,
embora ndo tenha sido verificado um aumento na razdo PGE2/PGF2a. A hipétese é
que a suplementacdo com AO aumenta a abundancia dos transcritos PTGESI,
PTGES2, PTGER4, PTGS2, IFNT, MMP2 e diminui a abundancia dos transcritos
MMP9 e AKR1B1. Para tanto, objetiva-se determinar os efeitos do AO (C18:1 cis-9;
Sigma-Aldrich 01383) nas concentragdes de 0, 100, 500 e 1000 uM durante 72 horas
de cultivo, na expressado de transcritos envolvidos na biossintese de PG (PTGS2,
AKR1B1, PTGES1, PTGES2 e PTGER4), no RMF (IFNT) e na implantagcéo
placentaria e remodelacao da matriz extracelular (MMP2 e MMP9) pela técnica de RT-
gPCR. As CT-1 foram cultivadas em placas de 6 pocos com meio de cultivo
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), incubadas a 38,5°C com 5% CO..
Depois de cinco dias de cultivo, as CT-1 receberam meio de cultivo sem SFB. Ent&o,
no 6° dia de cultivo, os pocos receberam 4 mL de meio de cultivo sem SFB contendo
AO nas concentragdes 0, 100, 500 e 1000 uM durante 72 horas. Ao término do cultivo,
as células foram lavadas com DPBS e o RNA foi extraido com 1mL/poc¢o de Trizol.
Amostras foram armazenadas a -80°C e posteriormente analisadas por RT-gPCR.
Foram realizadas cinco repeticdes experimentais. A analise estatistica foi conduzida
usando o PROC MIXED do SAS, por ANOVA usando o efeito fixo de tratamento,
assumindo significancia quando P < 0,05. A expresséo relativa de PTGER4 foi menor
nos grupos 500 e 1000 uM comparado ao controle (0,0320 + 0,0097 e 0,0292 + 0,0106
vs. 0,0695 + 0,0097 respectivamente; P = 0,0154) ndo tendo tais grupos diferido do
grupo 100 uM (0,0546 + 0,0106); a de PTGES1 foi maior nos grupos 500 e 1000 uM
comparado ao controle (4,6370 + 0,3782 e 5,1669 = 0,3782 vs. 3,5120 £ 0,3782
respectivamente; P = 0,0272) nao tendo tais grupos diferido do grupo 100 uM (4,2088
+ 0,4177). Os niveis de expresséo relativa de AKR1B1 foi menor (P = 0,0013) nos
grupos 500 e 1000 uM (0,2725 + 0,0413 vs. 0,2084 + 0,0413 respectivamente)
comparado aos grupos controle e 100 uM (0,4433 %= 0,0413 e 0,4039 + 0,0451
respectivamente); e os de IFTN foram menores (P = 0,0013) nos grupos 500 e 1000
UM (0,2986 + 0,0450 e 0,2300 £ 0,0450 respectivamente) quando comparados aos



grupos controle e 100 uM (0,4852 + 0,0450 e 0,4422 + 0,0491 respectivamente).
Conclui-se que o cultivo de CT-1 com AO nas concentracbes de 500 e 1000 pM
durante 72 horas, aumenta abundéancia do transcrito PTGES1 e diminui a abundancia
para PTGER4, AKR1B1 e IFNT comparado ao grupo controle.

Palavras-chave: Trofoblasto. EmbriGes. Lipidios. Prostaglandinas. Bovinos.



ABSTRACT

In beef cattle herds, failures in maternal fetal recognition (MFR), caused especially by
the inability of the conceptus to block the synthesis of endometrial prostaglandin F2a
(PGF2a), between days 15 and 17 after fertilization, determine early embryonic
mortality (EEM). EEM is one of biggest causes of reproductive failure. For RMF to be
successful, the functional and structural maintenance of the corpus luteum (CL) is
essential, as well as the maintenance of high circulating concentrations of
progesterone (P4). Interferon-tau (IFNT) is the main molecule involved in the success
of RMF. PGF2a is known to have luteolytic actions, promoting functional and structural
failure of the CL. Prostaglandin E2 (PGE2) and the associated IFNT determine a set
of luteotrophic actions in the CL, determining the maintenance of the CL and the
synthesis of P4. Strategies to favor MFR aim to reduce the capacity for PGF2a
synthesis and/or increase PGE2 synthesis and/or increase the PGE2/PGF2a ratio.
Such prostaglandins (PG) are synthesized by the maternal endometrium, embryo and
conceptus (embryo and attached membranes). Oleic acid (OA; C18:1 cis-9) is known
to determine changes in the metabolic pathway of eicosanoid biosynthesis, including
PG. In a recent study carried out by the group (LOURENCO, 2022), bovine
trophoblastic cells (CT-1) were cultured with OA at concentrations of 0, 50, 100, 200,
500 and 1000 uM for 72 hours, where at a concentration of 1000 uM a reduction in the
synthesis of PGF2a was observed, an increase in the synthesis of PGE2, although an
increase in the PGE2/PGF2a ratio was not observed. The hypothesis is that OA
supplementation increases transcript abundance of PTGES1, PTGES2, PTGERA4,
PTGS2, IFNT, MMP2 and decreases transcript abundance of MMP9 and AKR1B1. To
this end, the objective is to determine the effects of OA (C18:1 cis-9; Sigma-Aldrich
01383) at concentrations of 0,100, 500 and 1000 uM during 72 hours of cultivation, on
the expression of transcripts involved in PG biosynthesis (PTGS2, AKR1B1, PTGES],
PTGES2 and PTGERA4) in MFR (IFNT) and in placental implantation and remodeling
of the extracellular matrix (MMP2 and MMP9) using RT-gPCR technique. CT-1 were
cultured in plates with six well with cultured medium supplemented with 10% fetal
bovine serum (FBS), incubated 38,5°C with 5% COa. After five days of cultivation, CT-
1 received culture medium without FBS. Then, on the sixth day of culture, the wells
received 4 mL of culture medium without FBS containing OA at concentrations of O,
100, 500 and 1000 uM for 72 hours. At the end of cultivation, cells were washed with
DPBS and RNA was extracted with 1 mL/well of Trizol. Samples were stored at - 80°C
and later analyzed by RT-gPCR. Five experimental repetitions were performed.
Statistical analysis was conducted using PROC MIXED from SAS, by ANOVA using
the fixed effect of treatment, assuming significance when P < 0.05. The relative
expression of PTGER4 was lower in the 500 and 1000 puM groups compared to the
control (0.0320 + 0.0097 and 0.0292 + 0.0106 vs. 0.0695 + 0.0097 respectively; P =
0.0154) with these groups not differing from the 100 uM group (0.0546 + 0.0106). The
relative expression of PTGES1 was higher in the 500 and 1000 uM groups compared
to the control (4.6370 £ 0.3782 and 5.1669 + 0.3782 vs. 3.5120 + 0.3782 respectively;
P = 0.0272) with these groups not differing from the 100 uM group (4.2088 + 0.4177).
The levels of AKR1B1 relative expression were lower (P = 0.0013) in the 500 and 1000
UM groups (0.2725 £ 0.0413 vs. 0.2084 £+ 0.0413 respectively) compared to the control
and 100 uM groups (0.4433 + 0.0413 and 0.4039 + 0.0451 respectively); and the levels
of IFTN were lower (P = 0.0013) in the 500 and 1000 uM groups (0.2986 + 0.0450 and
0.2300 = 0.0450 respectively) when compared to the control and 100 uM groups
(0.4852 +£ 0.0450 and 0.4422 + 0.0491 respectively). It is concluded that CT-1 culture



with OA at concentrations of 500 and 1000 puM for 72 hours increases the PTGES1

transcript abundance and decreases the quantity of PTGER4, AKR1B1, and IFNT
compared to the control group.

Keywords: Trophoblast. Embryos. Lipids. Prostaglandins. Bovines.
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1 INTRODUCAO

A demanda mundial por alimentos cresce de forma proporcional ao aumento
da populacao. O Brasil possui alta representatividade quando se trata da atual e futura
producao de alimentos. Em busca de alcancar o maximo de éxito no que se refere aos
17 objetivos preconizados pela Organizacdo das Nacdes Unidas (ONU) até 2030
especialmente "Fome Zero, Consumo e Producdo Responséavel, Acdo Climatica e
Vida na Terra"; o Brasil busca ferramentas para a producdo mais eficiente de
alimentos, incluindo a producédo de proteina vegetal e animal. A producdo mundial de
carne bovina atingiu 73,9 milhdées de toneladas em 2022, um aumento de 1,4% em
relacdo a 2021. Durante dois anos consecutivos, o Brasil registrou um aumento de
5,3% na producao de carne bovina devido a maior disponibilidade de animais para
abate, aumento global das importacdes e aumento nos precos internacionais da carne
bovina (FAO, 2022). Em 2022, o rebanho bovino brasileiro foi estimado em 234,4
milhdes de animais, contabilizando uma alta de 4,3% em relacdo a 2021. Os dados
constam da Pesquisa Producédo da Pecuaria Municipal 2022 divulgada pelo Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE). Durante o primeiro semestre de 2023, as
exportacdes de carne bovina no Brasil atingiram a 1.076.780 toneladas, totalizando
uma receita de US$ 4,937 bilhdes (ABRAFRIGO, 2023). A Organizacado das Nacdes
Unidas para a Alimentacao e a Agricultura (FAO, 2022) reconheceu o rebanho bovino
brasileiro como o maior do mundo.

Na bovinocultura de corte, a produtividade esta diretamente relacionada a
eficiéncia reprodutiva das fémeas, que devem apresentar um intervalo entre partos de
12 meses, gerando a produg&o de um bezerro/matriz/ano. A eficiéncia da fase de cria
€ mensurada pelos quilos de bezerros desmamados por vaca ou por hectare. Assim,
além da producdo de um bezerro/vaca/ano almeja-se melhorar a base genética dos
produtos nascidos, contribuindo assim para um maior peso dos bezerros ao
desmame. Dessa forma, para que a bovinocultura brasileira supere os indices atuais
de produtividade, além da eficiéncia reprodutiva, o0 melhoramento genético precisa ser
priorizado. Tais requisitos tém alavancado o emprego de biotecnologias aplicadas a
reproducao animal, como por exemplo, a inseminacao artificial (IA). A IA possibilita a
maximizacdo do emprego de touros geneticamente superiores, sendo empregada em
23,5% das matrizes de corte no Brasil. Para otimizar o emprego da IA, foram

desenvolvidos tratamentos que permitem a inseminagéo artificial em tempo fixo (IATF)
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de 100% das fémeas tratadas em um momento pré-determinado, procedimento que
exclui a necessidade da deteccdo de estros. Durante o primeiro trimestre de 2023,
3.604 municipios, equivalente a 64,7% dos municipios brasileiros empregaram a IA,
em ambos rebanhos de corte e leite, demonstrando um emprego crescente de tal
biotecnologia (ASBIA, 2023). Em 2022 foram comercializados 25.075.120 protocolos
de IATF, em 2021 cerca de 93% das fémeas inseminadas foram por IATF e em 2022
foi de 97,7%. Esses dados reforcam a consolidacado do emprego da IATF no mercado
de IA (BARUSELLLI, 2023). A taxa de concepc¢do em rebanhos de corte comerciais no
Brasil com o emprego da IATF é de 49,1% (BARUSELLI et al., 2008; SA FILHO et al.,
2009).

Considerando a importancia no aumento da eficiéncia reprodutiva aliado ao
melhoramento genético, o Brasil também se tornou lider mundial no emprego da
técnica de transferéncia de embrides em tempo fixo (TETF). A TETF aliada a producéo
in vitro de embribes (PIVE) constituem biotecnologias poderosas na rapida
multiplicacdo de matrizes expoentes geneticamente superiores. Em 2019, o Brasil
consagrou-se como o 2° maior produtor de embrides bovinos do mundo, sendo que
93,8% dos embrides foram gerados pela PIVE (SBTE, 2021). Apos a TETF nas
receptoras, as taxas de concepcao dificilmente superam 50%.

As técnicas envolvidas na PIVE tém avancado fortemente nos altimos anos, no
entanto, as perdas embrionarias precoces ainda compde uma significativa proporcao
a transferéncia destes embrides. Estudos apontam taxas de 46 a 63% para perdas
gestacionais de embribes produzidos in vitro durante os primeiros 30 dias apés a
transferéncia de embrido (TAVERNE et al., 2002). Além disso, embrides produzidos
por PIVE s@o mais suscetiveis & mortalidade embrionaria e fetal em comparacdo com
embrides produzidos in vivo (EALY et al., 2019).

Um dos principais fatores que comprometem o éxito da prenhez em fémeas
bovinas de corte € a mortalidade embrionaria precoce, ocasionada por falhas no
reconhecimento materno fetal (RMF), especificamente no periodo compreendido
entre 15 e 17 dias apos a fecundacdo (BINELLI et al., 2001). Para o sucesso no
estabelecimento da prenhez, o concepto (embrido e membranas anexas) deve
produzir competentemente moléculas que ao interagirem com o endomeétrio irdo inibir
a sintese de prostaglandina F2a (PGF2a) e consequentemente a lutedlise. Tal acao,
preserva funcionalmente e estruturalmente o corpo Iluteo (CL), mantendo altas

concentracdes de progesterona (P4) circulantes (GOFF, 2002).
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O interferon-tau (IFNT), sintetizado e secretado pelas células trofoblasticas do
concepto, foi caracterizado como o principal fator envolvido no RMF na espécie bovina
(ROBINSON et al., 2006; EALY; YANG, 2009). Quando o concepto produz de maneira
competente o IFNT, o endométrio suprime a sintese de PGF2a enquanto favorece o
aumento na sintese de prostaglandina E2 (PGE2) no endométrio e células
trofoblasticas do embrido e concepto. A PGE2 exerce efeitos anti-luteoliticos e
luteotroficos, ambos fundamentais para o éxito da prenhez (McCRACKEN et al.,
1999). O IFNT e a PGE2, por mecanismos luteotréficos, garantem a permanéncia do
CL e manutencédo de altas concentracdes circulantes de P4, condicdo fundamental
para o estabelecimento da prenhez (TANIKAWA et al., 2005). Na incapacidade do
concepto em promover tais acdes coordenadas, sera determinada a lutedlise e a
mortalidade embrionaria precoce (MEP). Assim, estratégias capazes de reduzir a
capacidade da sintese de PGF2a e aumentar a sintese de PGE2 pelo endométrio,
embrido e/ou concepto se tornam de grande interesse econdmico.

E reconhecido que o uso de diferentes acidos graxos pode alterar a proporgéo
de PGF2a e PGE2 produzidas nas células trofoblasticas de embrides e conceptos
(HWANG et al., 1988). Portanto, considerando o impacto das perdas econdmicas
ocasionadas pela MEP, a suplementacéo estratégica com lipidios especificos no meio
de cultivo de odcitos e embrides durante a PIVE pode determinar uma diminui¢éo da
sintese de PGF2a e/ou aumento da sintese de PGE2 e na razdo PGE2/ PGF2a.

Para o estudo da acdo dos acidos graxos especificos na sintese de PGF2a e
PGE2 pelo embrido, inclusive o acido oleico (AO), o grupo tem utilizado dois modelos
bioldgicos, o cultivo de células trofoblasticas e embrides bovinos produzidos in vitro.
Embora varios estudos tenham investigado o uso de AO em modelos in vivo e in vitro,
0s mecanismos de acdo do AO sdo pouco conhecidos. Em um estudo recente
realizado pelo grupo (LOURENCO, 2022), células trofoblasticas bovinas (CT-1) foram
cultivadas com AO nas concentragdes de 0, 50, 100, 200, 500 e 1000 uM durante 72
horas. Com 72 horas de tratamento de CT-1 com 1000 uM, foi verificada uma reducao
na sintese de PGF2a, aumento na sintese de PGE2, embora nao tenha sido
ocasionado um aumento na razao PGE2/PGF2a. Este estudo possibilitara uma maior
compreensao dos mecanismos pelos quais o AO age determinando alteragdes na
biossintese de PGE2 e PGF2a.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Mortalidade Embrionaria Precoce em Fémeas Bovinas

A limitada eficiéncia reprodutiva motivou um grande volume de pesquisas nas
tltimas décadas, que almejaram compreender e controlar o funcionamento do sistema
reprodutor feminino. Obteve-se expressivo sucesso no tocante ao controle do
processo ovulatorio, de maneira que atualmente € possivel programar inseminacdes
de forma racional, econdmica e efetiva. Entretanto, os eventos reprodutivos que
ocorrem nas trés semanas subsequentes ao acasalamento caracterizam falhas no
estabelecimento da prenhez. Um dos principais fatores que compromete o éxito da
prenhez em fémeas bovinas de corte é a MEP, ocasionadas por falhas no RMF,
especificamente no periodo compreendido entre 15 a 17 dias apés a fecundacao
(BINELLI et al., 2001).

Em rebanhos bovinos, a MEP é uma das maiores causas de falhas
reprodutivas, conforme revisado por Santos et al. (2004) e Sartori (2004). Nos
primeiros sete dias pds-inseminacdo tal mortalidade foi associada a falhas de
fertilizacdo, defeitos genéticos e anormalidades no desenvolvimento embrionario até
o estagio de blastocisto. Neste referido periodo, a mortalidade normalmente ¢é inferior
a 10%, mas especificamente em vacas de leite sob estresse calorico pode ultrapassar
40% (SARTORI, 2004). De fato, segundo Vanroose et al. (2000) e dados obtidos do
rebanho zebuino no Estado de S&o Paulo (MACHADO et al., 2009), em vacas de
corte, 20 a 40% das falhas de concepcdo decorrem da MEP que ocorre nas trés
primeiras semanas de prenhez. Tal fato provavelmente decorra da grande
complexidade dos eventos fisiol6gicos caracterizados nesse periodo.

O emprego da IATF e TETF, além de suas comprovadas vantagens, possibilita
agrupar um grande nimero de fémeas em um mesmo momento cronoldgico de RMP,
especialmente entre os dias 15 e 19 considerado o “periodo critico”. Tal coincidéncia
temporal, permite o0 emprego de estratégias que possam favorecer o desenvolvimento
embrionario e/ou do concepto, em um determinado momento do seu desenvolvimento,
incrementando as taxas de concepcéo. Diante deste contexto, atualmente busca-se o
desenvolvimento de estratégias que possam favorecer o RMP durante o periodo

critico. Tais estratégias, que se tornam de grande interesse econdémico, objetivam
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reduzir a capacidade de sintese de PGF2a pelo endométrio materno e/ou maximizar

o estimulo anti-luteolitico induzido pelo concepto.

2.2 Mecanismos Fisioldgicos Envolvidos no Reconhecimento Materno-fetal

Apos a fertilizacdo, ocorre a formacdo de um zigoto, caracterizado por possuir
uma Uunica célula. A partir dai ocorrem diversas divisbes celulares, processo
denominado de clivagem (HAFEZ; HAFEZ, 2004). Quando o embrido adquire de nove
a dezesseis células, é denominado de moérula, momento em que passa por um
processo de reprogramacao caracterizado pela ativacdo do genoma embrionario, ndo
dependendo mais das transcri¢cdes derivadas do oécito, mas sim impulsionado pela
transcricdo de suas células. Em bovinos, o embrido deixa o oviduto e entra no Utero
por volta do 4° dia apdés o estro, aproximadamente no estagio de 16 células onde
continua o seu desenvolvimento (SIRARD, 2010).

Uma vez no utero, o embrido continua seu desenvolvimento formando uma
estrutura compacta de células, conhecida como moérula, onde os blastdbmeros
individuais ndo podem mais ser distinguidos com precisdo. Os processos que levam
a transformacdo da morula a blastocisto, com 6 a 8 dias pés-fertilizacao, incluem: (i)
o crescimento da blastocele caracterizada pela ativacdo da bomba de sodio nas
células externas da moérula; e (ii) a diferenciacdo de duas populacdes celulares, o
trofoblasto e a massa celular interna (FRANKENBERG et al., 2016). O
desenvolvimento de juncgles intercelulares compactas da moérula durante a
compactacao é seguida por acumulo de fluido dentro da cavidade central, formando a
blastocele, dando inicio assim ao estagio de blastocisto. Nos dias 9 e 11 poOs-
fertilizacéo, devido as forcas mecanicas exercidas pela expansao do blastocisto e pela
producdo de enzimas proteoliticas pelo trofoblasto, o blastocisto eclode rompendo a
zona pelucida (NEGRON-PEREZ et al., 2017). No dia 13 pés-fertilizacéo, o blastocisto
passa por uma fase de alongamento logaritmico, passando de uma forma esférica
com 3 mm no dia 13 para uma forma filamentosa de 25 cm no dia 17 (HAFEZ; HAFEZ,
2004).

O estabelecimento e a manutencao da prenhez requerem uma comunicagao
enddcrina e paracrina reciproca entre os ovarios, endométrio e concepto. Em fémeas
bovinas, entre 14 a 16 dias de desenvolvimento, modificagbes morfolégicas nas

células trofoblasticas aliadas ao aumento de proliferacdo das mesmas, transformam
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0 concepto esférico em uma estrutura elongada de forma filamentosa que ocupa a
maioria da extensao do corno uterino ipsolateral a ovulacdo (ROBINSON et. al., 2006).
A répida expansdo das células trofoblasticas favorecem o aumento da area de
superficie de contato de tais células com o epitélio uterino. Considera-se que quanto
maior o elongamento e comprimento do concepto, maior a expansao das ceélulas
trofoblasticas e consequentemente maior a biossintese e secrecdo de IFNT. A
producdo de IFNT aumenta dramaticamente de 14 a 15 dias de prenhez coincidindo
com a rapida elongacgéo do concepto, expressao que diminui abruptamente depois de
21 dias de prenhez (ROBINSON et al., 2006).

Durante o elongamento, o concepto é nutrido exclusivamente pela secrecéo
epitelial endometrial, condicdo que persiste até que ocorra o estabelecimento da
placentacdo. A adesdo das células trofoblasticas ao Utero ndo € evidenciada até 19 a
21 dias de prenhez. Para compor a secrecao epitelial endometrial ocorre o transporte
seletivo de moléculas, especialmente fatores de crescimento, ions, glicose e
aminoacidos para o lumen uterino (SPENCER et al., 2004a; SPENCER et al., 2007).
Esse grande conjunto de moléculas ird constituir o histotrofo, caracterizado como a
Gnica fonte nutritiva para a proliferacdo das células trofoblasticas e elongacédo do
concepto (THATCHER et al., 2001; INSKEEP; DAILEY, 2005). Assume-se que quanto
mais enriguecido o histotrofo, maiores sdo as possibilidades de elongamento e
producédo de IFNT pelo concepto.

O IFNT secretado pelas células trofoblasticas exerce por mecanismos
pardcrinos, a funcdo de prevencéo da secrecédo pulséatil de PGF2a (SPENCER et al.,
2004b; SPENCER et al., 2007). As a¢des do IFNT no RMP foram relacionadas por
Arosh et al. (2016) e Pate (2020). A acéo parécrina do IFNT inicia-se no momento da
sinalizagdo, quando o IFNT secretado no limen uterino se liga aos seus receptores
(IFNR) na membrana das células endometriais. Tais receptores sao constituidos por
duas subunidades (IFNR1 e IFNR2). A ligacédo do IFNT ao IFNR inicia a cascata de
sinalizacao JAK/STAT, que resulta na formacao do fator de transcricdo ISGF3, que &
transportado ao nucleo da célula onde inibe a transcricdo génica dos receptores de
estradiol (ER) e consequentemente a formacao dos receptores de ocitocina (OXTRS).
A auséncia de OXTRs impede que a OT se ligue aos seus receptores, desta forma
inibindo a sintese e a ocorréncia dos pulsos de PGF2a endometrial, impedindo a
lutedlise. A inibicdo da sintese de PGF2a e da lutedlise pelo IFNT é o mecanismo

chave para o éxito do RMP. O IFNT, nas células do estroma e do epitélio endometrial
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ainda aumenta a sintese de PGE2, onde atua desfavorecendo a via que forma PGF2a
e favorecendo a via de sintese da PGE2. O IFNT também age aumentando os
receptores de PGE2 nas células endometriais.

Conforme ilustrado na Figura 1, segundo Arosh et al. (2016) e Pate (2020), na
acao enddcrina o IFNT produzido pelo concepto no limen uterino é transportado para
a veia uterina, onde pode seguir dois caminhos: A) o IFNT vai para a circulagdo
sistémica onde estimula nas células imunes a expressao dos genes especificos
(genes especificos estimulados pelo IFNT; ISGs); B) o IFNT, pela via de transporte
por contracorrente, passa da veia uterina para a artéria ovariana chegando ao ovario
onde ira promover um conjunto a¢des no CL. No CL o IFNT exerce véarias fungdes: A)
aumenta a proliferacao celular; B) estimula a expressdo de genes que promovem o
aumento da secrecdo de P4 no CL; C) promove a sobrevivéncia das células
endoteliais mantendo a perfusdo sanguinea do CL e D) aumenta o RNAm para as
proteinas que medeiam a angiogénese. Assim, o IFNT desfavorece no CL a lutedlise
funcional. O IFNT ainda promove no CL varias outras acfes: A) diminui a sintese de
citocinas no CL; B) previne a resposta das células do sistema imune que participam
da lutedlise estrutural; C) diminui o RNAm das proteinas que medeiam a apoptose
protegendo o CL da morte celular e D) aumenta a proliferacéo celular no CL e diminui
a abundancia de RNAm nas células endoteliais de forma a prevenir a lutedlise. Assim,
o IFNT desfavorece no CL a lutedlise estrutural. Sabe-se que existe um influxo de
neutréfilos no CL durante o RMP, onde o IFNT altera a funcionalidade das células
imunes, desfavorecendo a lutedlise funcional e estrutural. Segundo 0os mesmos
autores, além do IFNT, o embrido bovino a partir do dia 13 de desenvolvimento
também secreta prostaglandinas, como a PGE2 e a prostaglandina 12 (PGI2) que
atuam de forma paracrina no endométrio, regulando a expresséao de genes e funcdes
importantes para a receptividade uterina, crescimento e desenvolvimento do concepto
durante a fase inicial da prenhez. Sabe-se também que as PGE2 e PGI2
desempenham acoes luteotroficas importantes no CL, favorecendo a secrecao de P4.
O IFNT favorece a sintese de PGE2 endometrial (quando n&o prioriza a sintese de
PGF2a e prioriza PGE2), que esta ira exercer um conjunto de acgles luteotroficas
(favorecimento da manutencéo e atividade do CL). Os mecanismos de acao da PGE2
decorrem de: A) diminui a sensibilidade do CL a acdo da PGF2a; B) estimula o
aumento da producdo de P4 nas células luteais e C) aumenta no tecido luteal as

concentracbes de AMPc e a ativacdo da PKA, que estimularia a sintese de P4.



30

Portanto temos trés mecanismos conjugados que favorecem o RMP, a inibicdo na
sintese de PGF2a, maior resisténcia do CL as acdes luteoliticas da PGF2a. e um
amplo conjunto de acfes luteotrdficas desencadeadas pelo IFNT e PGE2. Diante
desse contexto, ampliar o entendimento dos mecanismos de biossintese e secre¢ao
de PGF2a e PGE2 pelas células trofoblasticas e embriées bovinos tornam-se de
grande interesse.

Conforme representado na Figura 1, a célula endometrial secreta pulsos de
alta amplitude de PGF2a que ao chegar na célula esteroidogénica luteal, determina a
lutedlise funcional e estrutural do corpo lateo. A lutedlise funcional é caracterizada
pela faléncia na producéo de progesterona e a estrutural pelo desencadeamento dos
mecanismos apoptoéticos na célula luteal. Na presenca do concepto secretando IFNT
de maneira competente, ocorre a inibicdo da secrecdo de alta amplitude de PGF2q,
que se mantem em niveis basais. O IFNT ainda estimula a secrecdo de PGE2, esta
que ao chegar na célula luteal, impede qualquer acdo da PGF2a, além de promover
aumento na vascularizagdo do CL e aumento na sintese de P4 além de desfavorecer

0S mecanismos apoptoticos no CL.
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Figura 1 - Mecanismos envolvidos na regresséao funcional e estrutural do corpo luteo
(Painel A) e na manutencéo estrutural e funcional do corpo liteo, durante o
reconhecimento materno fetal (Painel B)

PAINEL A PAINEL C

CELULA ENDOMETRIAL

ESTROMA
ENDOMETRIAL

uor

CELULAS LUTEAIS GRANDES

Fonte: Arosh, Banu e McCracken (2016).

(Painel A): 1) A ocitocina (OT) se liga em seu receptor (OXTR); 2) ocorre a liberacdo de Ca*? no citosol
gue ativa proteina kinase C (PKC); 3) a maquinaria enzimatica para a biossintese de PGF2a ¢ ativada
sequencialmente; 4) ocorre a produgdo de PGF2a na célula endometrial e pulsos de PGF2a séo
liberados pela célula endometrial; 5) a PGF2a, é transportada através de proteinas transportadoras
(PGT) pelo plexo uteroovariano (UOP); 6) a PGF2a também pode ser transportada, por um mecanismo
independente de PGT ou por difuséo simples, chegando ao corpo liteo (CL) pelo UOP. (Painel B): 7)
através dos pulsos a PGF2a endometrial, a PGF2a se liga ao seu receptor (FP) presente nas células
luteais grandes; 8) a ligagdo PGF2a-FP promove a liberacdo de Ca*? no citosol que ativa PKC; 9) a
magquinaria enzimatica de biossintese de PGF2a no CL é ativada sequencialmente; 10) produgéo de
PGF2a pelas células luteais grandes; 11) por mecanismos autdcrinos e paracrinos, ocorre uma auto
amplificacdo da producédo de PGF2a nas células luteais grandes; 12) PGF2a ligada a FP suprime as
vias de sobrevivéncia do CL; 13) vias envolvidas no mecanismo de apoptose nas células luteais
grandes séao ativadas; 14) a produgdo de PGE2 é suprimida no momento da lutedlise; 15) a ndo ligacéo
de PGE2, que teve a produgdo suprimida, no seu receptor especifico promove nas células luteais
grandes; 16) supressao da sobrevivéncia das células luteais grandes; 17) ativagdo das vias apoptoticas
nas células luteais grandes; 18) ativacdo do FP e supressdo do EP2/EP4 sinaliza um decréscimo na
biossintese e secrecao de progesterona (P4); 19) inducéo da apoptose nas células luteais grandes; 20)
regresséao funcional e estrutural do CL, evento denominado de lutedlise. (Painel C): 21) o interferon-
tau (IFNT) se liga aos seus receptores especificos IFNR1 e IFNR2; 22) tal ligacdo suprime os receptores
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a de estrogeno (ESR-1) e os receptores de ocitocina (OXTR); 23) o Fator 2 regulador do IFNT (IRF-2)
ou 24) proteinas especificas tipo 1 (SP1) sinalizam sequencialmente a cascata de IFNR e IRF2 ou SP1.
Em paralelo, o IFNT ativa; 25) o complexo IFNR-JAK-SRCEGFR-RAS-RAF-ERK1/2-EGR1; 26) o
aumento da resposta da proteina 1 (EGR1), faz com que esta possa competir ou substituir a ligacédo
com SP1 e suprimir OXTR (este mecanismo ainda néo foi confirmado); 27) ERK1/2 e EGR1 inibe a
funcdo de PGT; 28) com a supresséo de PGT o transporte de PGF2a do endométrio para o CL, através
do UOP, ndo ocorre; 29) interessantemente o IFNT néo inibe a produgéo basal de PGF2a endometrial,
e a PGF2a pode ser transportada por um mecanismo independente de PGT ou por difusdo simples do
endométrio para o UOP; 30) a concentragao basal de PGF2a nesse momento é registrada no UOP;
31) esta PGF2a atua liga-se aos seus receptores (FP) nas células luteais grandes do CL no inicio da
prenhez torando estas células resistentes a acao luteolitica da PGF2a; 32) as células epiteliais do
endométrio e; 33) células do estroma endometrial através de multiplos mecanismos; 34) aumentam a
producédo de PGE2 endometrial; 35) através da sinalizagdo autdcrina e paracrina a PGE2 liga-se em
EP2/EP4 determinando uma auto amplificagdo na producdo de PGE2; 36) a PGE2 é transportada do
endomeétrio para o CL através do UOP por via PGT ou por mecanismos mediados pela MRP4. (Painel
D): 37) a PGEZ2 se liga no EP2/EP4 das células luteais grandes, ativa CAMP/PKA e via SRC via que se
auto amplifica; 38) producdo de PGE2 intra luteal; 39) sinalizacdo EP2/EP4 por ag¢do paracrina e
autdcrina promove; 40) sobrevivéncia ou anti apoptose do CL; 41) supressédo das vias pré apoptéticas
protegendo o CL da lutedlise funcional; 42) a PGE2 através do cAMP/protein kinase A (PKA); 43) via
SRC-ERK1/2 ou SRC-AKT reconduzem; 44) a producao de progesterona na células luteais protegendo
o CL da lutedlise funcional; 45) coletivamente o IFNT ou a PGE2 produzida pelo endométrio e CL
promove a resisténcia do CL em relagdo a PGF2a através de multiplos mecanismos intracelulares que
protegerdo o CL da regressao durante o reconhecimento materno fetal.

Estratégias que favorecam a maior proliferacdo das células trofoblasticas e
consequentemente maior producéo de IFNT, menor producdo de PGF2a endometrial
e/ou maior producdo de PGE2 pelo endométrio e concepto; certamente contribuem
para o favorecimento do RMF. Diante desse contexto, ampliar o entendimento dos
mecanismos de biossintese e secrecao de PGF2a e PGE2 pelas células trofoblasticas
e embrides bovinos tornam-se de grande interesse. As CT-1 utilizadas nesse estudo,
foram obtidas da cultura de blastocistos bovinos produzidos in vitro com 10 a 11 dias
de desenvolvimento, conforme técnica descrita por Rexroad e Powell (1999) e Talbot

et al. (2000) e foram cedidas pelo Prof Dr. Alan Ealy.

2.3 Biossintese e Secrecédo de Prostaglandinas no Endométrio

Os eicosandides sao metabdlitos oxigenados dos acidos graxos essenciais
compostos por prostaglandinas, leucotrienos, prostaciclinas, tromboxanos e derivados
dos &cidos graxos hidroxilados. Grande parte dos eicosandides relevantes derivam do

AA através de diferentes vias de sintese.

Conforme ilustrado na Figura 2, no endométrio de fémeas bovinas, a enzima
fosfolipase citosodlica A2 (PLA2) libera o AA da membrana fosfolipidica, este pode ser
convertido pela cicloxigenase 1 (PTGS1) ou cicloxigenase 2 (PTGS2) a PGH2,
precursora de todos os prostandides. A PGH2 é convertida pelas enzimas PGE
sintases (PTGES1, PTGES2 ou PTGES3) em PGEZ2; PGF sintase (AKR1B1, AKR1C3,
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AKR1C4) em PGF2a; PGD sintase (PTGDS) em PGD2; TXAs sintase (TBXAS2) em
TXA2 ou PGl sintase (PTGIS) no produto PGI2. Depois de sintetizadas, a PGD2 pode
ser convertida a PGF2a pela acdo da enzima AKR1C3, assim como a PGE2 que pode
ser convertida a PGF2a pela agcdo da enzima CBR1. A seguir, os prostanoides
atravessam a membrana plasmatica passivamente ou por transporte facilitado. Uma
vez no exterior das células, os prostandides se ligam aos seus receptores especificos:
a PGE2 aos receptores PTGER-1, PTGER-2, PTGER-3, PTGER-4; a PGF2a ao
PTGFR; a PGD2 ao PTGDR; a PGI2 ao PTGIR e o tromboxano A2 ao TBXAR2. A
PGE2 e PGF2a podem entrar na célula alvo por transporte facilitado utilizando a
proteina transportadora de membrana SLCO2A1 ou podem ser inativadas pela enzima
PGDH. Uma vez que PGF2a e PGE2 sdo produzidas a partir de PGH2, as
concentracbes especificas destas prostaglandinas dependem da disponibilidade de
PGH2 e da atividade especifica de PGF e PGE isomerase e sintase (MOUSSAVI et al.,
2013).

Figura 2 - Desenho esquematico representando a sintese de prostaglandinas na
célula endometrial

PGE2 PGF2a
/AN |
PTGER1 PTGER2 PTGERZ PTGER4 PTGER

PTGES1 ,

PLA2 PTGES2
PTGES3

AKR1B1
AKR1C3

AKR1C4 PGF2a 4"

PGI2 TXA2

Fonte: adaptado por Oliveira (2013).

A sintese de PGF2a e PGE2 na célula endometrial é determinada da seguinte forma: a enzima
fosfolipase A2 (PLA2) libera o acido araquidonico (AA) da membrana para o citosol, este pode ser
convertido pela PTGS1 e/ou PTGS2 em PGH2. A PGH2 é convertida pelas enzimas PGE sintases
(PTGES1, PTGES2 e PTGES3) em PGE2, PGF sintases (AKR1B1, AKR1C3, AKR1C4 e CBR1) em
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PGF2a, PGD sintase (PTGDS) em PGD2, PGl sintase (PTGIS) em PGI2 e TXA2 sintase (TBXAS2) em
TXAZ2. Ainda existe a possibilidade de a PGE2 ser convertida em PGF2a pela acdo da enzima CBR1 e
a PGD2 ser convertida em PGF2a pela acdo da enzima AKR1C3. Os prostandides prontos, agora
atravessam a membrana plasmatica passivamente ou por transporte facilitado. No exterior das células,
0s mesmos se ligam aos seus receptores especificos: a PGE2 aos receptores PTGER-1, PTGER-2,
PTGER-3, PTGER-4; a PGF2a ao PTGFR; a PGD2 ao PTGDR; a PGI2 ao PTGIR e o tromboxano A2
ao TBXAR2. APGE2 e PGF2a podem entrar na célula alvo por transporte facilitado utilizando a proteina
transportadora de membrana SLCO2A1 ou podem ser inativadas pela enzima PGDH.

Em vacas, foi demonstrado que o aumento da relacdo PGE2/PGF2a durante o
inicio da gestacéo apoia a funcédo Iitea para um bom desenvolvimento e implantacao
embrionaria (PARENT et al., 2002; AROSH et al., 2004). Um aumento na expressao
da enzima chave da sintese de PG, prostaglandina-endoperoxido sintase 2 (PTGS2)
endometrial durante o diestro induz a sintese e liberacdo de pulsos luteoliticos de
PGF2a, essenciais para lutedlise (SIMMONS et al., 2010). Além disso, a prostaglandina
(PG) no lumen uterino é essencial em promover o desenvolvimento e alongamento
embrionério. Sendo assim, tanto o endométrio quanto o embrido sintetizam PG, sendo
a concentracdo de PG luminal uterina maior durante a gestacdo do que durante o ciclo
estral (DORNIAK et al., 2011).

Um aumento na producédo de PGE2 durante o inicio da prenhez é induzida por
IFNT através da regulacdo positiva do PTGS2 endometrial. A PGE2 exerce fungbes
essenciais na quiescéncia miometrial e na manutencdo do CL durante o RMF em
bovinos (AROSH et al., 2004). Trabalhos realizados por Wijayagunawardane et al.
(2001) e Marei et al. (2009) sugerem que a PGE2 também esta envolvida na regulacdo
da contracdo do oviduto e no desenvolvimento inicial do embrido, respectivamente.
Assim, a PGE2 embrionaria € considerada um fator importante nas interacdes iniciais

entre o embrido e endométrio materno, levando ao RMF.

Estudos em multiplas espécies, incluindo humanos, macacos, ratos e espécies
domésticas como ovelhas, éguas e vacas, demonstraram um papel essencial da
sinalizacdo de prostaglandina E2 (PGE2) em varios aspectos da reproducdo de
mamiferos. Estudos em ratos e vacas demonstraram que uma deficiéncia ha expressao
das principais enzimas de sintese da prostaglandina leva a reducdo das taxas de
expansdo do cumulus, ruptura do foliculo, maturacdo do od0cito e atraso no
desenvolvimento embrionario (NUTTINCK et al., 2011; MAREI et al., 2014). A PGE2
esta diretamente envolvida no transporte ovidutal de gametas em bovinos e equinos
(STOUT; ALLEN, 2001; WIJAYAGUNAWARDANE et al., 2001), na eclosao da zona
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peltcida de blastocistos ovinos (SAYRE; LEWIS, 1993) e no desenvolvimento inicial do
embrido bovino (NUTTINCK et al., 2011).

2.4 Biossintese e Secrec¢ao de Prostaglandinas no Embrido

A PGE2 produzida pelos embrides bovinos exercem regulacdo paracrina
durante o desenvolvimento. Um trabalho realizado por Boruszewska et al. (2019)
investigou niveis de mMRNA e imunolocalizacdo das enzimas responsaveis pela
sintese de PGE2 (PTGS2, PTGES1, PTGES2 e PTGES3) em todos os estagios
iniciais de desenvolvimento, ou seja, desde 2 células a blastocisto eclodido, de
embrides bovinos de clivagem precoce e tardia. Transcricdes de PTGS2, PTGES2 e
PTGESS3 foram detectadas em todos os estagios dos embrides, enquanto o transcrito
e a proteina PTGES1 nédo foi detectada em embrifes do estagio de 2 a 16 células. Os
resultados mostraram diferentes perfis de transcricdo das enzimas envolvidas na
sintese de PGE2 em embrides de clivagem precoce e tardia durante os estagios
iniciais de seu desenvolvimento pré-implantacao in vitro. Verificou-se também que
todas as fases analisadas de embrides bovinos pré-implantados liberaram PGE2, com
maior concentracdo no dia 7 de cultivo tanto no grupo de clivagem precoce quanto
tardia. Os niveis de transcricdo das PGE2 sintases foram afetados pelo estagio
embrionario de desenvolvimento e qualidade. Os diferentes perfis de transcricdo de
PTGS2, PTGES1, PTGES2 e PTGES3, bem como a concentragcdo de PGE2, em
embrides com clivagem precoce e tardia, dependem da qualidade dos odcitos de onde
foram obtidos os embriGes, o que poderia revelar a associacdo da producédo de PGE2
durante desenvolvimento pré-implantacional bovino com estagios mais avancados de

desenvolvimento embrionario.

As PGs produzidas pelo embrido desempenham um papel fundamental no
desenvolvimento embrionario inicial (LEWIS, 1989), onde a PGE2 contribui para a
sintese de P4 no CL, fundamental para determinar com éxito o estabelecimento da
prenhez (WEEMS et al. 2006; WEEMS et al., 2007; WATHES et al., 2007). O embrido
pré-implantagdo produz muitas prostaglandinas incluindo PGF2a, PGE2 e PGI2.
Hwang et al. (1988) estudaram o metabolismo do acido araquidonico pelo embrido em
diferentes fases da prenhez. Os mesmos autores, verificaram que os embrides bovinos
produzem predominantemente PGE2 antes do dia 12, PGE2 e PGF2a entre os dias 13

e 15, e adicionalmente PGI2 apds o dia 15 de desenvolvimento.
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Até a fase de blastocisto, os embrides possuem alguma autonomia. Os o0citos
aspirados dos foliculos ovarianos podem ser inseminados in vitro e cultivados por
aproximadamente 7 dias. Durante este tempo, eles ndo precisam de exposicao ao
trato reprodutivo materno para estabelecer a prenhez. Da mesma forma, o oviduto n&o
precisa de contato com o embrido para estabelecer a prenhez durante o procedimento
de TETF. As prostaglandinas sédo os principais mediadores do sistema reprodutivo
feminino, incluindo ovulacéo, fertilizacdo, manutencdo da gestacdo e/ou parto
(LONERGAN; FORDE, 2014).

Vérios trabalhos sugerem que a PGE2 desempenha um papel importante no
estabelecimento da prenhez em bovinos. Embrides bovinos coletados entre o dia 6 e
o dia 10 apds fertilizacdo (estagios de moérula e blastocisto eclodido) metabolizam
acido araquidonico principalmente em PGE2 (HWANG et al., 1988). Apos a eclosdo
da zona peldcida, o blastocisto bovino alongado continua a secretar quantidades
crescentes de PGE2 antes e durante todo o periodo de reconhecimento materno da
gestacdo (10 a 18 dias ap0s fertilizacdo), além de PGF2a (12 dias ap6s a fertilizagéo)
e PGI2 (15 dias ap6s a fertilizacdo; HWANG et al., 1988; WILSON et al., 1992).

A PGE2 originada do embrido bovino pode ter efeitos paracrinos e/ou
enddcrinos tanto no oviduto como no endométrio, uma vez que Varios subtipos do
receptor PGE2 acoplado a proteina G (EP) sdo expressos em células do oviduto
bovino durante todas as fases do ciclo estral (EP2, EP3 e EP4; GABLER et al., 2008)
e em tecidos uterinos durante os primeiros 50 dias de gestacao (EP2 e EP3; AROSH
et al., 2004).

Saint-Dizier e colaboradores (2011) investigaram a expressdo de mRNA de
enzimas envolvidas na sintese de PGE2 em embrifes produzidos in vitro em novilhas
holandesas. Os resultados mostraram que embrides bovinos produzidos in vitro nos
estagios de morula e blastocisto utilizam exclusivamente a via COX-2/ PTGES1 para
a biossintese de PGEZ2. Similarmente, em embrides humanos, a COX-2 foi
predominantemente expressa mais tarde nos estagios de 8 células, mérula e
blastocisto (WANG et al., 2002). O estudo também relatou que os niveis de expressao
de mRNAs de COX-2 e PTGES1 foram maiores em blastocistos e blastocistos
expandidos do que em morula e estagios iniciais de blastocisto. Este achado sugere
gue a biossintese de PGE2 aumenta no momento da expansao da blastocele e pode

estar envolvido neste processo, bem como na eclosao do blastocisto.
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Além disso, a expressao de COX-2 e PTGESL1 foi maior em embrides de grau
1 do que em embrides de qualidade inferior. Estes resultados sugerem que embrides
de alta qualidade, que apresentam maior competéncia de desenvolvimento do que
embrides de grau inferior apds transferéncia intrauterina (HANSEN, 2006), também
tém maior capacidade de sintetizar PGE2. Uma analise transcricional de biopsias de
blastocistos bovinos produzidos in vitro de boa qualidade mostrou que os mRNAs de
COX-2 foram mais expressos em embrides, resultando em gestacdes a termo em
comparacdo com embrides que foram reabsorvidos apoOs transferéncia para
receptores (EL-SAYED et al., 2006). Tomados em conjunto, estes resultados indicam
gque COX-2 e PTGES1l podem ser bons marcadores genéticos candidatos de
competéncia de desenvolvimento em embrides bovinos produzidos in vitro.

Em concluséo, os resultados sugerem que morulas e blastocistos bovinos
produzidos in vitro utilizam a via COX-2/PTGES1 para a biossintese de PGE2 e que
esta via pode estar envolvida na expansdo do blastocisto e na competéncia de
desenvolvimento. Transcritos para COX-2 foram relatados em biépsias de blastocistos
bovinos produzidos in vitro em uma analise transcricional em larga escala por El-
Sayed et al. (2006). Além disso, tanto 0 mMRNA quanto a proteina para COX-2, bem
como para as trés PGE sintases (PTGES1, PTGES2 e PTGES3) foram descritos em
complexos cumulus-o6citos bovinos imaturos e maturados in vitro (COCS)
(NUTTINCK et al., 2011).

Grycmacher e colaboradores (2019) utilizaram o modelo de cultivo in vitro
baseado no momento da primeira clivagem para determinar a expressao de mRNA e
imunolocalizacdo da PGF2a sintase e seu receptor em embrides bovinos no estagio
de 2 células até o estagio de blastocisto eclodido. Também foi avaliada a producédo de
PGF2a aos 2, 5 e 7 dias de cultivo in vitro. Investigou-se a expressao de genes
envolvidos na sintese e agdo da PGF2a em dois grupos diferentes de embrides
bovinos cultivados in vitro em diferentes estagios de desenvolvimento com base no
tempo de sua primeira divisdo. Os resultados obtidos comprovaram que em embrides
bovinos pré-implantados, a expressdo de mRNA de PGFS e PTGFR mudou
substancialmente de acordo com o estagio de desenvolvimento do embrido pré-
implantacional, bem como sua qualidade. Este resultado indica que existe uma via
regulatoria autocrina para a PGF2a, que é altamente ativa em embrides de clivagem
tardia, ou seja, a expressao do RNAmM de PGF2a sintase e seu receptor dependem do

estagio de desenvolvimento e da qualidade do embrido. Além disso, andlises da
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expressdo de PGFS e PTGFR em blastocistos bovinos sugerem que a prostaglandina
F2a pode atuar de maneira auto e paracrina em embrides pré-implantacionais bovinos
produzidos in vitro.

De acordo com Boruszewska et al. (2019), conforme ilustrado na Figura 3, as
prostaglandinas sdo metabdlitos do acido araquidénico, o qual por meio da
prostaglandina-endoperoxido sintase 1 (PTGS1) ou 2 (PTGS2) (anteriormente
conhecidas como COX-1 e COX-2) € convertido em PGG2 e posteriormente em
PGH2. A isoenzima PTGS1 foi encontrada em muitos tecidos, enquanto PTGS2 é uma
isoforma induzivel, participando de eventos cruciais em reproducdo, como ovulacdo e
implantacdo. A PGH2 é entdo convertida em PGE2 por meio das PGE sintases
(PTGESL; PTGESL1; PTGES3). A PGH2 é convertida a PGF2a através da agéo de
enzimas sintases (AKR1B1; AKR1C4 e AKR1C3) (FORTIER et al., 2008).

Figura 3 — Modelo da sintese de prostaglandina F2a e E2 pelo embrido

AKR1B1
AKR1C4
AKR1C3

Fonte: adaptado por Lourengo (2022).

A) o AA através das enzimas PTGS1 e PTGS2 é convertido em PGG2; B) o PGG2 é convertido em
PGH2 por meio da peroxidase; C) A PGH2 por agdo da PTGES1; PTGES2; PTGES3 é convertida em
PGE2; D) A PGH2 por acdo da AKR1B1; AKR1C4 e AKR1C3 é convertida em PGF2a.
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2.5 Efeitos dos Acidos Graxos na Sintese de Prostaglandinas

A suplementacdo com acidos graxos tem sido amplamente avaliada durante as
tltimas décadas como uma forma de melhorar a eficiéncia reprodutiva em bovinos de
corte. A maioria dos grupos de pesquisa tem focado nos beneficios dos AO e acido
linolénico (ALA), com base em dados que sugerem que esses &cidos graxos
essenciais modulam diretamente a funcdo reprodutiva em bovinos (WILLIAMS;
STANKO, 2000; HESS et al., 2005; HESS et al., 2008). Uma modificacdo na sintese
de PG pode estar, pelo menos em parte, envolvida na melhoria da fertilidade
observada apdés uma dieta com suplementacdo de &cidos graxos. Um dos fatores
cruciais é a alteracao do liquido uterino, essencial para apoiar o desenvolvimento
embrionario (BROOKS; SPENCER, 2015).

As PGs sustentam funcbes homeostaticas fisioldégicas reprodutivas, sendo a
prostaglandina E2 (PGE2) envolvida em quase todo o processo reprodutivo como
ovulacdo, fertilizacdo, desenvolvimento embrionario e implantacdo precoce
(NIRINGIYUMUKIZA et al., 2018). A PGF2a possui uma fungado particularmente
importante na ovulacéo, desenvolvimento lateo, parto e contragdo da musculatura lisa
uterina (SAITO et al., 2003). Prostaglandinas bem como os &cidos graxos 6mega 3 e
6 sdo ligantes para receptores nucleares, como a familia de fatores de transcricao dos
ativadores de receptores para a proliferacao de peroxissoma (PPARS), que impactam
na expressao génica (DESVERGNE; WAHLI, 1999). O envolvimento dos PPARS no
desenvolvimento e na reproducdo ja foi relatado em trabalhos de pesquisa assim
como a suplementacdo com 6mega 3 a qual altera a expressao de genes envolvidos
na reproducao agindo no endométrio bovino (BERGER; MOLLER, 2002; WATERS et
al., 2012). O receptor gama ativado sinalizacdo da proliferacdo do peroxissomo
trofectodérmico (PPARG) estd envolvido na captacdo e metabolismo de glicose e
acidos graxos, essencial para o alongamento inicial e sobrevivéncia do embrido
(BROOKS; SPENCER, 2015).

Desta forma, um estudo realizado por Giller et al. (2018) investigou o efeito do
Omega 3 dietético no alongamento do embrido. Como a composi¢cdo da membrana
celular e, portanto, o conteudo de precursores de prostaglandinas, como 6mega 3 e 6
podem variar dependendo da dieta disponivel, novilhas Angus em crescimento foram
suplementadas com Oleo de peixe protegido no rumen rico em Omega 3,

especificamente EPA e DHA. Para maximizar as diferencas nas proporcdes de 6mega
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3 e 6 entre 0 grupo experimental e o grupo controle, o ultimo foi suplementado com
Oleo de girassol protegido no rimen, rico em dmega 6. Avaliou-se o alongamento e
desenvolvimento embriondrio e outros parametros associados no endomeétrio, assim
como o CL, tendo como objetivo especifico, os efeitos da dieta na composi¢cédo do
liquido folicular. Os resultados permitiram evidenciar que os embrides de 15 dias
foram significativamente mais longos em animais alimentados com émega 3 em
comparagcdo com animais alimentados com 6émega 6. A concentracdo de AA foi
significativamente menor, enquanto a concentragdo de EPA foi significativamente
maior e o DHA néo foi afetado no endométrio de animais alimentados com émega 3
em comparacdo com animais alimentados com émega 6. As concentracdes de PG
uterinas ndo diferiram entre grupos de dieta, apesar de quantidades endometriais
significativamente diferentes do seu precursor AA e aumento da concentracao
plasmatica de P4 em dmega 3 em comparag¢do com animais alimentados com é6mega
6 durante o crescimento do CL foi associado com embrides filamentosos presentes
no 15° dia de gestacéao.

Estudos evidenciam principalmente o papel desses &cidos graxos na sintese
de PGF2a, a qual desencadeia lutedlise e possui efeitos embriotoxicos diretos durante
0 inicio da gestacdo (INSKEEP, 2004). O ALA é um precursor do EPA e DHA, que
inibem a atividade da ciclooxigenase e consequentemente sintese de PGF2a
(YAQOOB; CALDER, 2007). Assim, a suplementacdo com &cidos graxos foi
associada a reducdo das perdas de prenhez em vacas leiteiras (THATCHER et al.,
1997; MATTOS et al., 2000).

O AO ativa a proliferacdo e a maturacéo das vias de sinalizacdo nas quais a
proteina quinase C participa. Considerando-se as informacdes disponiveis sobre o
papel critico da proteina quinase C na maturacdo de o0citos bovinos e
desenvolvimento embrionario inicial, o AO pode ser considerado um importante
regulador da reprodugdo atuando no nivel de uma via de sinalizagdo comum
(MONDADORI et al., 2008). O metabolismo dos acidos graxos AO e 6mega 6, também
conhecido como &cido graxo poliinsaturado (AGPIs) n-6 compartilham etapas comuns
da via enzimatica catalisadas por dessaturases e prostaglandina-endoperéxido
sintases. Portanto, o AO pode modificar o metabolismo dos AGPI e, posteriormente
PG (CHENG et al., 2015).

Algumas estratégias utilizando os acidos graxos poliinsaturados (AGPI) da

familia 6Gmega 6, sendo o principal representante desta familia o AL, ja vem sendo
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investigadas por esse grupo ao longo da ultima década. Dentre os principais trabalhos
com AL realizados pelo grupo, como principal fonte de AGPI adicionado a dieta,
destacamos o estudo de Cordeiro et al. (2015). Tal estudo, utilizou vacas Nelore
multiparas de 40 a 60 dias pds-parto suplementadas com 1,7 kg/vaca/dia de dieta
contendo 60% de semente de girassol (principal fonte de 6mega-6) e 40% de farelo
de soja por 21 dias imediatamente apos a IATF. Observou-se um aumento de 18,91%
na taxa de prenhez, quando comparado ao grupo controle alimentado com 1,7
kg/vacal/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 suplementacdo em novilhas mesticas zebuinas submetidas a
TETF, sendo verificado um aumento na taxa de concepc¢édo de 18,72% nas vacas
suplementadas com semente de girassol comparado ao grupo controle (55,66% vs.
36,94% respectivamente).

Reporta-se ainda que a suplementacéao lipidica com AGPI poderia incrementar
a eficiéncia reprodutiva por favorecer um maior desenvolvimento do embrido
(FOULADI-NASHTA et al.,, 2007); melhor qualidade dos embrides e maior
desenvolvimento embrionario (RYAN D.P., 1992; THANGAVELU et al., 2007).
Mudancas dependentes do tempo na sintese de prostaglandinas embrionarias sao
importantes na determinacdo da sobrevivéncia embrionaria (HWANG et al., 1988).
Evidenciou-se que o aumento da biossintese de PGF2a durante o inicio da prenhez
reduziu o desenvolvimento do embrides pré-implantacdo (SCENNA et al., 2004) e
reduziu a sobrevivéncia embrionaria (HWANG et al., 1988). A PGE2 aumentou as
taxas de clivagem e o crescimento dos embriées (GUREVICH et al., 1993) inclusive
determinando um efeito protetivo durante os periodos de estresse oxidativo
(WENTZEL et al., 1999). Assim, uma reducéo na sintese de PGE2 durante periodo
pré-implantacdo pode ser prejudicial a sobrevivéncia embrionaria. No camundongo, a
PGI2 aumenta o desenvolvimento embrionario e a eclosdo do embrido (LIU et al.,
2006), indicando que a PGE2 e PGI2 favorecem o desenvolvimento embrionario. Os
efeitos dos AGPI na sintese de PGs embrionarias foram pouco perseguidos e
compreendidos comparado aos efeitos dos mesmos na biossintese e secre¢do das
prostaglandinas endometriais. Um maior conhecimento dos papéis dos AGPI na
biossintese das prostaglandinas embrionarias torna-se fundamental para que possam
ser criadas estratégias para melhorar o crescimento e desenvolvimento embrionario

favorecendo as taxas de prenhez.
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Recentemente 0 nosso grupo realizou um estudo (MALDONADO et al., 2023)
especificamente com a suplementacdo com &cido linoleico conjugado [CLA; cis-9,
trans-11 (c9, t11) e trans-10, cis-12 (t10, c12] em meio de cultivo de células
trofoblasticas bovinas (CT-1). Verificou-se que células trofoblésticas tratadas com CLA
(10, 20, 50 e 100 puM) tiveram uma reducdo na sintese de PGF2a com 24, 48 e 72
horas de cultivo comparado ao controle (0 uM). Também, observou-se que a relacao
PGE2/PGF2a foi maior em todos os grupos tratados com CLA com 48 e 72 horas de
cultivo comparado ao controle; tendo havido modificagbes na abundancia de
transcritos envolvidos na biossintese de PGF2a e PGE2. Em complemento, em um
estudo recente realizado pelo grupo (LOURENCO, 2022), células trofoblasticas
bovinas (CT-1) foram cultivadas com AO nas concentragdes de 0, 50, 100, 200, 500
e 1000 uM durante 72 horas. Em tal estudo, foi observada uma redugéo na sintese de
PGF2a, aumento na sintese de PGE2, embora tenha sido ocasionada uma diminuigao
na razédo PGE2/PGF2a.

2.6 Efeitos dos Acidos Oleico e Linoleico em Oécitos e Embrides

O AO, caracterizado com um &cido graxo monoinsaturado da familia 6mega
9, também foi relacionado com beneficios no contexto reprodutivo. Os acidos graxos
insaturados podem ser divididos em monoinsaturados (MUFA), com uma dupla
ligacdo, ou poliinsaturados (AGPI), com mais de uma dupla ligacéo. A dupla ligacao,
guando ocorre em um acido graxo natural, € sempre do tipo cis (BELL et al., 1997). O
6mega 9, também chamado de acido oleico (AO, 18: 1 cis 9), € um acido carboxilico
de cadeia longa constituido por 18 carbonos e um grupo funcional COOH. Por possuir
uma dupla ligacdo entre os carbonos 9 e 10 do grupo metil final, é classificado como
monoinsaturado e sua férmula quimica € CH3(CH2)7CH=CH(CH2)7COOH (ROSE;
CONNOLY, 1999).
O AO pode ser sintetizado por todos os mamiferos, incluindo humanos, a partir
dos AGPI bmegas 3 e 6 provenientes da dieta (PARK et al., 2014). Um Unico cis, a
ligacdo dupla na posi¢cédo 9, confere ao AO uma alta capacidade de solubilizar lipidios
(PEREIRA et al.,, 2014). O AO é um dos principais determinantes da fluidez da
membrana plasmatica (FUNARI et al., 2003), e est4 associado a fun¢des importantes,
incluindo interacdo célula-célula, transporte de membrana, eventos de sinalizagéo,

regulacéo da temperatura do corpo, producdo de horménios sexuais como o estradiol
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e a progesterona, além de contribuir para o aumento da absorcéo de vitaminas A, D,
E e K e atuar em fungbes metabdlicas e estruturais (WARZYCH et al., 2017). O AO
em culturas celulares promove nas células um acumulo de triglicerideos, atuando
também como agente protetor contra a lipotoxicidade dos triglicerideos
(LISTENBERGER et al. 2003). Durante o periodo de desenvolvimento embrionario
inicial, a divisdo de um a quatro blastébmeros requer um grande aumento na area de
superficie da membrana, onde o AO € o principal acido graxo de membrana em tal
organizacéo (LOPEZ et al., 2014). O AO é capaz de doar um cation de hidrogénio a
um aceptor e se opde a oxidacao ou inibe as reacdes provocadas pelo dioxigénio ou
peréxidos (CHOE; MIN, 2009). Além disso, AO pode ser diretamente ligado a
proteinas, combina¢do importante no crescimento e diferenciacdo de varios tipos de
células (RIOS-ESTEVES; RESH, 2013). As principais classes lipidicas dos odcitos
bovinos sao triglicerideos, fosfolipidios, ésteres de colesterol e acidos graxos livres
(AGL). No liquido folicular das novilhas, 37 acidos graxos estdo presentes na
concentracéo total de 600 pg/mL. A maior concentracao foi registrada como sendo do
acido oleico (87 pg/mL), &cido linoléico (48 ug/mL), &cido estearico (31 pg/mL) e &cido
palmitico (26 pug/mL) (BENDER et al.,, 2010). O AO é um importante acido graxo
monoinsaturado nos extratos lipidicos de odcitos bovinos, ovinos, suinos e humanos.
AO livres e esterificados sdo regulados metabolicamente e divididos em fluidos
extracelulares, organelas celulares e citosol (HOMA et al., 1986; PRATES et al., 2013;
DUNNING et al., 2014).

A interferéncia dos AO nas func¢@es reprodutivas pode ser avaliada de acordo
com a funcionalidade de tais biomoléculas em um organismo (STROHLE; DORING,
2010). Trabalhos estabeleceram AO como biomarcadores de sobrevivéncia
blastomérica e pos-criopreservacdo em bovinos, confirmando assim os efeitos
positivos do AO no embrifio em desenvolvimento (GONZALEZ-SERRANO et al.,
2013; FERREIRA et al., 2014).

Os efeitos dos AGPI diferem dependendo dos tipos de células (WANG; TSUJII,
2009). Em cultivo de células endoteliais, o AL aumentou a quantidade de calcio
intracelular enquanto produziu superoéxido e produtos de éxido nitrico (SARASWATHI
et al. 2004). No entanto, foi observado que o AL protege as células contra estresse
oxidativo em linhas celulares secretoras de insulina e fibroblastos humanos normais
primarios (BEEHARRY et al. 2004).
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A suplementacéo dietética com acidos graxos de cadeia longa tem aumentado
a taxa de ovulacdo, o numero de foliculos, as concentracdes circulantes de
progesterona em ovelhas (LERQY et al., 2014). Consistente com esta hipétese, Bilby
e colaboradores (2006) observaram que um maior numero de odcitos foi coletado de
vacas leiteiras alimentadas com AO em comparag¢ao com vacas nao alimentadas com
AO. Da mesma forma, vacas suplementadas com AO na dieta apresentaram um
aumento da taxa de producéo e qualidade do blastocisto durante a fertilizagdo in vitro,
possivelmente através da melhora na biossintese celular e neutralizacéo dos efeitos
adversos da insulina (FOULADI-NASHTA et al., 2007).

A adicdo de trans-10, cis-12 &cido octadecadiendico (110, c12 CLA), um
derivado de acido linoleico conjugado, ao meio de cultura de embrides bovinos
demonstrou aumentar a viabilidade dos embrides apos o descongelamento (PEREIRA
etal. 2007). Um estudo realizado por Karasahin (2019) consistiu em avaliar a resposta
da suplementacdo de AO e AL em diferentes doses em meios de cultura sobre a
viabilidade de embries bovinos produzidos in vitro e vitrificados. Os odcitos
fertilizados foram alocados em trés grupos: 1) tratamento com AL (10, 100, 500 e 1000
puM), 2) tratamento com AO (10, 100, 500 e 1000 pM), 3) grupo controle sem
tratamento, e colocado em uma incubadora (5% CO2, 95% de umidade, 38,5°C). O
desenvolvimento embrionario foi monitorado com 48 horas e nos dias 7 e 8. Os
mesmos foram entao vitrificados e depois aquecidos. Como resultado, observou-se
que os acidos graxos essenciais apresentaram contribuicées significativas para o
desenvolvimento embrionario apés vitrificagdo/aquecimento. Conforme houve um
aumento na quantidade de AL e AO no meio de cultura, também ocorreu um aumento
na capacidade de desenvolvimento e de eclosdo apdés o aquecimento do embrido.
Altas doses de AO apresentaram efeitos notaveis sobre o desenvolvimento
embrionario, levando a conclusdo que a proporcdo de acidos graxos insaturados
encontrada no meio de cultura afeta positivamente a capacidade de desenvolvimento

embrionario.

2.7 Acado da Matriz Metalopeptidase

A matriz extracelular (MEC) desempenha um papel de suporte para érgaos e

tecidos, assim como participa ativamente de outras fungdes, como regulacéo do ciclo
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celular e motilidade celular, sobrevivéncia e apoptose, bem como distribuicdo e
integracao de fatores de crescimento (CUI et al., 2017).

A MEC é composta por centenas de moléculas, incluindo proteoglicanos,
glicosaminoglicanos, proteinas estruturais como colageno e elastina, proteinas de
adeséo tais como fibronectina e laminina. O MEC também é composto de proteases,
estas denominadas metaloproteinases de matriz ou matriz metalopeptidases (MMPSs)
(KAPOOR et al., 2016).

As MMPs sao uma familia de endopeptidases remodeladoras da MEC, estas
dependentes de zinco, que possuem a capacidade de degradar quase todos 0s
componentes da MEC. A degradacdo da MEC é de grande importancia, pois esta
relacionada ao desenvolvimento embrionario e a angiogénese (SAKAMURI et al.,
2017). As MMPs estéo envolvidas na reparacgao celular e na remodelacao dos tecidos,
porém quando a expressdo das MMPs esta alterada, pode ocorrer a degradacao
anormal da MEC (EGEBLAD; WERB, 2002).

Dentro da MEC, os inibidores teciduais das MMPs (TIMPS) inibem a atividade
proteolitica das MMPs. TIMPs sdo importantes reguladores da renovagdo da MEC,
remodelacéo tecidual e comportamento celular. Os TIMPs, semelhantes as MMPs,
modulam a angiogénese, a proliferacdo celular e a apoptose. Uma interrupcao no
equilibrio entre MMPs e TIMPs tem sido implicada na fisiopatologia e na progressao
de diversas doencas (JABLONSKA-TRYPUC et al., 2016).

As MMPs desempenham um papel importante na remodelacgéo tecidual durante
varios processos fisiolégicos, como embriogénese, morfogénese, angiogénese e
reparo tecidual. Durante processos biolégicos normais, como a prenhez e cicatrizacao
tecidual, foram observadas alteragGes na expresséo e atividade da MMP. As MMPs e
TIMPs séo de grande importancia na morfogénese dos orgaos fetais e nos eventos
necessarios para o desencadeamento do parto (CUI et al., 2017).

Com base na sua distribuicdo e especificidade para componentes da MEC, as
MMPs sao divididas em metaloproteases de matriz do tipo membrana (MT-MMPS),
colagenases, gelatinases, estromelisinas e matrilisinas (SAKAMURI et al., 2017).

As colagenases (MMP-1, MMP-8, MMP-13 e MMP-18) degradam o colageno
fibrilar de hélice tripla, que é fundamental nos ossos e ligamentos. As gelatinases
(MMP-2 e MMP-9) estéo envolvidas em diferentes processos celulares incluindo a
angiogénese, alterando as moléculas da lamina basal de forma a determinar

posteriormente a morte celular. As estromelisinas (MMP-3, MMP-10 e MMP-11) sao
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pequenas proteases que degradam parte da MEC. As matrilisinas (MMP-7 e MMP-
26) processam moléculas da superficie celular e digerem os componentes da MEC.
MT-MMPs possuem atividade colagenolitica e podem ativar algumas proteases e
componentes da superficie celular (JABLONSKA-TRYPUC et al., 2016).

As MMPs e TIMPs controlam o local e a remodelacéo do tecido endometrial e
estdo associadas a uma variedade de processos fisioldégicos e patoldgicos. A
regulacéo coordenada entre as MMPs, MMP2 (gelatinase-A) e MMP9 (gelatinase-B)
e seus inibidores, TIMP1/2, desempenha um papel importante nas alteracoes
vasculares estruturais e funcionais necessarias para o sucesso do estabelecimento
da prenhez (KARTHIKEYAN et al., 2013; RAHAT et al., 2016).

MMPs, citocinas e fatores de crescimento intervém em processos fisioldgicos,
como implantacdo de embrides, invasdo e migracao de trofoblastos e decidualizagéo,
com estudos referindo-se aos blastocistos como sendo uma fonte direta de MMP-2
(ROTH et al., 2017).

Além das citocinas envolvidas na decidualizacdo, niveis elevados de MMPs,
como MMP-2, MMP-3 e MMP-9, expressos na decidua estdo associados a um
aumento na invasao trofoblastica. A presenca de MMPs, juntamente com o hormonio
gonadotrofina coriénica e VEGF, permite modificacbes no endométrio que sao
necessarias para a implantacdo embrionaria, além de desempenhar um importante
papel no desenvolvimento da placenta (GODBOLE et al., 2011).

O desenvolvimento placentario € caracterizado por células citotrofoblasticas
extravilosas que invadem a parede uterina e as artérias espirais, que por sua vez
substituem as células da parede vascular e levam ao desenvolvimento de vasos de
alto fluxo e baixa resisténcia que garantem um suprimento continuo de sangue a
placenta durante a gestagcdo (MORRISH et al.,, 1998). A invasado insuficiente do
trofoblasto e a remodelacéo inadequada da vascularizacdo uterina estdo associadas
a restricdo do crescimento fetal (BROSENS et al., 2011). Estudos evidenciaram a
importancia da expressdo de MMP2 e MMP9 em células citotrofoblasticas
extravilosas, pois medeiam sua invasibilidade tornando-se essenciais durante o
periodo de implantacdo embrionaria (BAI et al., 2005; SUMAN; GUPTA, 2012).

Um estudo em mulheres realizado por Yan e colaboradores (2021) demonstrou
gue a expressao ou secrecao reduzida de MMP2 pode contribuir para a invasao
insuficiente de células trofoblasticas extravilosas e remodelacdo aberrante da MEC

endometrial justificando, em parte, o efeito desvantajoso do SNP MMP2 (-735C> T)
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em pacientes com abortos espontaneos recorrentes (AER). Choi et al. (2003)
demonstraram que os niveis de mMRNA de MMP2 sdo menores nas vilosidades
coribnicas de pacientes com AER. Embora as vilosidades coribnicas e o endométrio
tenham genomas diferentes, esses resultados também sugerem que a regulacao
negativa da MMP2 na interface materno-fetal pode estar associada ao risco de AER.

Os resultados de meta-andlise de Yan e colaboradores (2021) também
mostraram que o alelo MMP9 -1562T em mulheres estava associado ao risco de AER.
Estudos in vitro mostraram que o SNP MMP9 (-1562C> T) resulta na perda de ligagao
de uma proteina repressora nuclear que leva ao aumento da expressdo de MMP9
(ZHANG et al., 1999). Foi demonstrado que a hiperatividade da MMP9 esta associada
a um ambiente uterino desfavoravel (MULAYIM et al., 2004; LIU et al., 2006). A
atividade da MMP9 é regulada positivamente no fluido uterino de mulheres com falha
recorrente de implantacdo (INAGAKI et al., 2003). Além disso, um estudo recente
mostra que o SNP MMP9 (-1562C>T) esta associado ao nascimento prematuro
(PANDEY; AWASTHI, 2020). Tomados em conjunto, estes resultados sugerem que a
alta expresséo e atividade da MMP9 ndo séo benéficas para o sucesso da gravidez e
podem explicar a associacdo entre 0 SNP MMP9 (-1562C>T) e o risco de AER.

Um estudo realizado por Kizaki et al. (2008) em fémeas bovinas gestantes
demonstrou que MMP2 e MMP9 foram expressas no endométrio e nos tecidos fetais
durante a gestacdo. A expressao génica de MMP2 diminuiu com o progresso da
gestacdo, porém sua intensidade foi mantida em nivel alto durante o periodo peri-
implantacional e aumentou no final da gestacéo. Ja o nivel de expressdo da MMP9 foi
mantido de forma estavel, mas foi relativamente baixo em comparacdo com o da
MMP2. Como concluséo, foi possivel observar que ocorreu expressao de MMP2 e
MMP9 no endométrio e placentoma bovino durante toda a gestacdo. Dessa forma,
estes dados sugerem que a MMP2 é um dos principais fatores de remodelacéo

endometrial para implantacéo e pré-parto em bovinos.

3 HIPOTESE

A hipotese é que a suplementacdo com AO aumenta a abundancia dos
transcritos PTGES1, PTGES2, PTGER4, PTGS2, IFNT, MMP2 e diminui a
abundéncia dos transcritos MMP9 e AKR1B1.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Objetiva-se determinar os efeitos do AO na expressao de transcritos envolvidos
na biossintese de prostaglandinas, no RMF e na implantacdo placentaria e

remodelacdo da matriz extracelular em CT-1.

4.2 Objetivos Especificos

Objetiva-se determinar os efeitos do AO (C18:1 cis-9; Sigma-Aldrich 01383)
nas concentragbes de 0, 100, 500 e 1000 uM durante 72 horas de cultivo, na
expressdo de transcritos envolvidos na biossintese de PG (PTGS2, AKRI1B1,
PTGES1, PTGES2 e PTGER4), no RMF (IFNT) e na implantacdo placentaria e
remodelacdo da matriz extracelular (MMP2 e MMP9) pela técnica de RT-gPCR.

5 MATERIAL E METODOS

5.1 Local do Experimento

Os procedimentos de multiplicacdo, propagacédo e cultivo in vitro das CT-1;
aplicacdo dos tratamentos e coleta de amostras bioldégicas foram realizados no
Laborat6rio de Investigacéo da Fisiologia do Endométrio e do Embrido (LIFE), sediado
na Faculdade de Ciéncias Agrarias e Tecnoldgicas (FCAT), da UNESP - Campus de
Dracena. As analises das amostras bioldgicas por RT-gPCR e as andlises estatisticas
dos dados foram realizadas no Laboratoério de Fisiologia e Endocrinologia Molecular
(LFEM), situado no Centro de Biotecnologia em Reproducédo Animal da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da Universidade de S&o Paulo (USP),
Campus de Pirassununga, com a colaboracédo cientifica do Prof. Dr. Guilherme
Pugliesi. Todos os procedimentos realizados no referido estudo, foram aprovados pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais da FCAT, Unesp, Dracena/SP, registrado com
o Certificado n° 31/2016.R1-CEUA, aprovado em 08/02/2017.

5.2 Origem das Células Trofoblasticas Bovinas (Linhagem CT-1)
As CT-1 utilizadas como modelo biolégico 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
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desenvolvimento, conforme técnica descrita por Rexroad e Powell (1999) e Talbot et
al. (2000). Resumidamente, culturas primarias de blastocistos bovinos foram
cultivadas em um meio de 1:1 de DMEM suplementado com 10% de SFB, 2-
mercaptoetanol (0,1mM), aminoacidos ndo essenciais, L-glutamina e antibioticos e
incubados em uma atmosfera umidificada contendo 5% de CO2 a 39,5 °C. As CT-1
foram cultivadas em placas de cultura de 4 pocos (NUNC) contendo camadas de
manutencdo de células de fibroblastos de camundongo (STO). A passagem
secundaria 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 aspiracdes com auxilio de uma pipeta
sorologica. Em seguida, as células foram sedimentadas por centrifugagcdo em um
tubo Falcon. Depois de aspirar o meio, usando pipeta sorolégica 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
por¢cdes congeladas a cada 5-10 passagens. As passagens das CT-1 foram
realizadas em diluicdo de 1:3 ou 1:5 para as primeiras 15 passagens e depois disso
diluida em uma proporcdo de 1:10. As CT-1 constituem, portanto, uma linhagem
celular imortalizada. Apés todo o procedimento relatado, as CT-1 passaram por
andlise citogenética, ensaio de atividade antiviral, anélise por Imunobloting do meio
condicionado, microscopia eletrdnica de transmissdo e transfeccdo de DNA por
calcio/fosfato. Ocasionalmente foram encontrados grandes vacuolos lipidicos,
embora o lipidio tenha sido frequentemente removido total ou parcialmente durante
a preparacao. Em geral, as CT-1 foram semelhantes ao trofectoderma bovino in vivo

examinado a partir de blastocistos de pré-implantacao expandidos.

5.3 Preparacéo da Matriz de Membrana Basal Matrigel para o Inicio do Cultivo
Celular

A matriz de membrana basal Matrigel® (Ref. 356237, BD Bioscience, Bedford,
MA, USA), foi diluida a 1:3 e 1:10 em meio ndo suplementado com SFB, composto
por 50 mL de DMEM (1X) + GlutaMAX TM —I (Gibco, Ref. 10569-010, Grand Island,
NY, USA); 500 uL de solucéo antibidtica e antimicotica (100X) (Gibco, Ref. 15240062,
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Grand Island, NY, USA); e 500 pL de aminoacidos ndo essenciais, MEM NEAA (100X)
(Gibco, Ref. 11140-050, Grand Island, NY, USA). Para a diluicdo 1:3, em 10 mL de
Matrigel adicionaram-se 20 mL de meio ndo suplementado com SFB. Para a diluicéo
1:10, em 10 mL de Matrigel adicionaram-se 90 mL de meio ndo suplementado com
SFB. A diluicdo 1:3 foi utilizada apenas na primeira propagacdo das CT-1,
imediatamente apds o descongelamento das mesmas. Nas passagens celulares

subsequentes a diluicdo de Matrigel utilizada foi de 1:10.

5.4 Propagacéao das CT-1

Previamente ao descongelamento das CT-1, preparou-se a garrafa (F1) de
cultivo de 75cm? (Corning, Ref. 430641U) com 15 mL de Matrigel diluida a 1:3,
incubada (Panasonic, COM-19AIC(UV)) a 38,5 °C em atmosfera umidificada contendo
5% de CO:2 por 2 horas. Posteriormente, as células contidas no interior de um criotubo,
armazenado em nitrogénio liquido, foram descongeladas em agua a 38°C por 3
minutos. Conforme ilustrado na Figura 4 A, apos descongelamento, as CT-1 foram
ressuspendidas em 15 mL de meio de cultivo completo suplementado com 10% de
SFB (meio de manutencado), 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 solucao antibittica
e antimicotica (100X) (Gibco, Ref. 15240062, Grand Island, NY, USA); 5 mL de
aminoacidos néo essenciais, MEM NEAA(100X) (Gibco, Ref. 11140050, Grand Island,
NY, USA); e 500 pL de 2-mercaptoetanol (1000X) (Gibco, Ref. 21985023, Grand
Island, NY, USA). Conforme ilustrado na Figura 4 B, depois da ressuspensao das CT-
1, as mesmas foram adicionadas a garrafa (F1), onde foram cultivadas a 38,5°C em
atmosfera umidificada contendo 5% de CO:2 durante trés dias sem que a garrafa fosse
movimentada. Apés 3 dias, procedeu-se a troca de meio de manutencdo a cada 48
horas até que as CT-1 atingissem 100% de confluéncia o que ocorreu em
aproximadamente 12 dias (Figura 4 C). Em cada troca de meio utilizaram-se 15 mL

de meio suplementado.
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Figura 4 — Células CT-1

Fonte: Lourencgo (2022).

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

Apos atingirem 100% de confluéncia as células foram transferidas para duas
novas garrafas de cultivo (F2), previamente preparadas com Matrigel (1:10) contendo
15 mL de meio suplementado. Para o processo de ressuspensdo as CT-1 foram
removidas da garrafa de cultivo com auxilio de um “cell scraper”, raspando toda a
superficie da garrafa de forma a promover o descolamento das células.
Posteriormente, as CT-1 foram transferidas para um tubo cbnico com capacidade de
50 mL e dissociadas com o auxilio de uma seringa de 20 mL acoplada a uma agulha
de calibre 18 G. O volume obtido foi dividido igualmente entre as duas garrafas F2.
Novamente, as CT-1 foram incubadas a 38,5°C em atmosfera umidificada contendo
5% de COg, por mais 12 dias quando observou-se 100% de confluéncia. As trocas do
meio de manutencdo foram realizadas a cada 48 horas. Apos atingirem 100% de
confluéncia, as CT-1 foram novamente ressuspendidas e semeadas em placas de 6
pocos a uma densidade de 1 x 106 células em pocos de 9,6 cm? (Corning, Ref. 3516,
NY, USA) em meio de cultivo completo suplementado com 10% de SFB e outros
aditivos conforme descrito no item 5.4. As culturas foram incubadas a 38,5°C com 5%
de saturagdo de CO2. O meio foi trocado a cada 48 horas (Figura 5 A). Apos cinco

dias de cultivo das células nos pocgos, o meio foi substituido, porém sem SFB (Figura
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5 B). Apo6s 24 horas, no 6° dia de cultivo, o0 meio foi substituido pelo mesmo meio sem
soro contendo os respectivos tratamentos ou ndo com AO (0, 100, 500 e 1000 puM),

onde permaneceu durante 72 horas de cultivo.

Figura 5 - Placas de cultivo

Fonte: Lourenco (2022).

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

5.5 Preparo da Solucédo Estoque de AO e das Solucdes com as Diferentes
Concentracdes Utilizadas nos Tratamentos

Neste experimento utilizamos o AO (Sigma-Aldrich, USA, Cat n° 01383).
Realizou-se o preparo da solucdo estoque do AO baseado no método descrito por
Vanholder et. al (2005). Para a preparacao da solucéo estoque do AO o conteudo total
da ampola (59) foi diluido em etanol 100% até completar o volume final de 100 mL,
resultando em uma solugéo estoque de 50 mg/mL ou 177.000 uM/mL, considerando
0 peso molecular do AO de 282,46g. Entdo, essa solucéo estoque foi aliquotada em
microtubos e armazenada a -20°C. No momento do uso, a solucéo estoque de AO foi
descongelada e diluida em meio ndo suplementado (sem SFB), contendo 0,1125% de
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BSA como veiculo, de forma a obter a concentracao final desejada de 100, 500 e 1000

UM e grupo controle, conforme representado na Figura 6.

Figura 6 - Preparo das solugdes de trabalho em diferentes concentragdes de AO
(Sigma-Aldrich, USA, Cat n° 01383)

Concentragdo 0 uM Concentragao 100 uM
B 1 26 mL de DMEM ™ Em 26 mL de DMEM sem
sem SFB com BSA. foi SFB com BSA, foi removido
removido 146.9 ul ply do 146,9 pl do meio e foram

adicionados 14,7 ul da

meio e foi adicionado solugdo estoque de AO +

146,9 pl de etanol. 132,2 pl de etanol.
Concentragao 500 uM Concentragao 1000 uM
B Em 26 mL de DMEM sem B . oo o DMEM sem
SFB com BSA, foi removido SFB com BSA, foi removido
146,9 pl do meio e foram 146,9—pl do meio e foi

adicionados 73,5 Ml da adicionado 146,9 ul da

solugdo estoque de AO + solugio estoque de AO.
73,5 pl de etanol.

Fonte: Lourenco (2022).

Preparo das solucdes de trabalho com meio ndo suplementado contendo 0,1125% de BSA como
veiculo em diferentes concentracdes de AO (0, 100, 500 e 1000 uM e o grupo controle) para compor
0s tratamentos com a solugdo estoque e/ou etanol.

5.6 Aplicacao dos Tratamentos com AO

Apos serem transferidas para as placas de 6 pocos as CT-1 foram incubadas a
38,5°C em atmosfera umidificada contendo 5% de CO2 por 5 dias, até atingirem 50%
de confluéncia. No 5° dia de cultivo o meio de manutencdo de cada poco foi entédo
retirado e substituido por 4 mL de meio ndo suplementado com SFB, adicionado dos
componentes de solucéo antibiética e antimicética e aminoacidos ndo essenciais, como
descrito no item 5.4. No 6° dia de cultivo, 0 meio de cada poc¢o foi novamente retirado

e substituido por 4 mL de meio contendo 0s respectivos tratamentos.

5.7 Delineamento Experimental

Neste experimento, CT-1 foram cultivadas in vitro em diferentes concentragdes
de AO (100, 500 e 1000 pM, além do grupo controle) durante 72 horas. Foram
realizadas 5 repeti¢cdes, sendo que em cada repeticdo foi utilizado 1 poco de cultivo

para cada tratamento, conforme representado na Figura 7.
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Figura 7 - Representacdo esquematica dos tratamentos de AO realizados nas CT-1
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Fonte: Lourencgo (2022).

As CT-1 foram transferidas para uma garrafa de cultura (F1) previamente preparada com matrigel, onde
foram cultivadas durante 12 dias. Apos esse periodo, as células foram ressuspendidas e passadas para
duas novas garrafas de cultura (F2), permanecendo em cultivo in vitro por mais 12 dias, até atingirem
100% de confluéncia. Posteriormente, as CT-1 foram transferidas para placas de cultura de 6 pogos
onde foram mantidas em cultivo in vitro por 5 dias. Vinte e quatro horas antes da adi¢cdo dos tratamentos
com AO o meio de suplementacéo das CT-1 foi substituido por meio sem SFB. No 6° dia de cultivo os
tratamentos com AO foram adicionados nas concentragdes 100, 500 ou 1000 puM, além do grupo
controle aos respectivos pocos de cultivo. Foram realizadas 5 repeti¢cdes experimentais. Apds 72 horas
de tratamento, as CT-1 foram coletadas e armazenadas a -80 °C para analises futuras por RT-gPCR.

5.8 Extracdo de RNA

As células CT-1 que estavam aderidas a placa de cultivo, referentes aos
diferentes grupos de tratamento, foram utilizadas para a extragédo de RNA. Para tanto,
as células foram lavadas com solu¢éo de Dulbecco — Solu¢do Salina Tamponada com
Fosfato (DPBS 1X; Gibco, Ref. 14190-144, Paisley, Reino Unido) e o RNA foi extraido
usando 1mL poco de reagente TRIzol® LS (Ambion®, Ref. 10296028, Paisley, Reino
Unido) de acordo com as instrucdes e especificacbes do fabricante. A solucédo foi
recuperada, aliguotada em microtubos livre de RNAse e DNAse e estocada a -80°C
para posterior extracao das fracbes RNA, DNA e proteina para a analise por RT-qPCR.

A concentragcdo e pureza dos extratos totais de RNA foram determinados por
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espectrometria (NanoVue; GE Healthcare) e os valores das razbes de absorcéo
(A260/280) variaram entre 1,7 e 2.

5.9 Sintese de cDNA

Amostras de RNA (1000 ng) de CT-1 foram tratadas com DNase | Amplification
Grade (Invitrogen, Ref. 18068-015, CA, USA) por 10 minutos em temperatura ambiente
em um volume de reacéo de 10 uL de acordo com as diretrizes do fabricante. Apés a
incubacdo, 1 uL de acido etilenodiaminotetracético (EDTA, 25 mM; Invitrogen) foi
adicionado e aquecido a 65°C por 10 minutos. Posteriormente, a sintese de cDNA foi
realizada utilizando um kit de transcri¢cao reversa de cDNA (Applied Biosystems, High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, Ref. 4368814, Foster City, CA). Uma mistura
(10puL) contendo primers aleatdrios, enzimas transcriptase reversa e
desoxinucleotideos foi adicionada a 11uL de cada amostra. As amostras foram entao
incubadas a 25°C durante 10 minutos, seguida da incubacédo a 37°C durante 2 horas
e inativacdo da transcriptase reversa a 85°C durante 5 minutos. O cDNA foi
armazenado a - 20°C até a andlise quantitativa da reacdo em cadeia pela polimerase
(gPCR).

5.10 Selecao e Validagcao dos Primers

Foram selecionados genes representativos de trés vias principais na dinamica
do reconhecimento materno, onde avaliou-se a expressao de transcritos envolvidos
na biossintese de PG (PTGS2, AKR1B1, PTGES, PTGES2 e PTGER4), no RMF
(IFNT) e na implantacé@o placentaria e remodelacdo da matriz extracelular (MMP2 e
MMP9) pela técnica de RT-qPCR. Foram utilizados como genes de referéncia ACTB
e RPS9. Na Tabela 1, estdo apresentados os primers especificos para bovinos,
simbolo do gene, nimero no GenBank, sequéncia de oligonucleotideo forward (F) e

reverse (R), comprimento (bp) e artigo de referéncia.
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Tabela 1 - Primers especificos para bovinos: simbolo do gene, nUmero no
GenBank, sequéncia de oligonucleotideo forward (F) e reverse (R), comprimento

(bp) e artigo de referéncia

Simbolo do gene Numero no GenBank Sequéncia (5'-3") Comprimento (bp) Referéncia

Processo metabdlico dos eicosandides

PTGER4 NM_174589 F: CGATGAGTATTGAGCGCTACC 237 Ulbrich et al., 2009

R: AGCCCGCATACATGTAGGAG

PTGES NM_174443.2 F: GCTCCGGAAGAAGGCTTTTGCC 101 Oliveira et al., 2017

R: GGGCTCTGAGGCAGCGTTCC

PTGS2 NM_174445.2 F: CCAGAGCTCTTCCTCCTETG 161 Oliveira et al., 2017

R: GGCAAAGAATGCAAACATCA

PTGES2 NM_001166554.1 F: GTGGECGEACCACTGETTGE 192 Oliveira et al., 2017

R: CGGAGGTGGTGCCTGCGTTT

AKR1B1 NM_001012519 F: ATACAAGCCGGCGGTTAAC 188 Ulbrich et al., 2009

R: TGTCTGCAATCGCTTTGATC
Implantacéo placentaria e remodelacao da matriz extracelular

F: GGCATCTCTCAGATCCGTGG
MMP2 NM174745.2 155 Hughes etal., 2017
R: TGTGGGTCTTCGTACACAGC

F: AGGGTAAGGTGCTGCTGTTC
MMP9 NM_174744.2 2350 Hughes et al., 2017
R: AGGAGGTCGAAGGTCACGTA

Reconhecimento da prenhez

IFN-t NM_001015511 F: GCCCGAAT CAGACTCTC 1313 Hughes et al., 2017
R: CCATCTCCTGAGGAAGACCA

Controle endégeno

F: GAGCTGGGTTTGTCGCAAA
RPS9 NM_001101152.2 65 Hughes et al., 2017

R: GGTCGAGGCGGGACTTCT

F: GGATGAGGCTCAGAGCAAGAGA
ACTB NM_173979.3 78 Bettegowda et al., 2006
R: TCGTCCCAGTTGGTGACGAT

Fonte: adaptado por Cordeiro et al. (2023).

Os primers foram desenhados utilizando o recurso Primer-BLAST (Ye et al.,
2012) do Centro Nacional para Biotecnologia da Informacdo (NCBI; (NCBI,;
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast/index.cgi?ORGANISM=9913&INPUT_SEQUENCE=NM_173950.2&LINK_LOC
=nuccore; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=XM_005211921.4) ou obtidos a
partir de prévias publicacdes. Todos os primers foram testados para sensibilidade e
especificidade na andlise convencional de gPCR em tempo real para verificar as
condi¢cbes de amplificagdo. Resumidamente, as reacdes foram realizadas em placas
de 96 pocos seladas com uma cobertura adesiva optica MicroAmp (Life Technologies)
utilizando o termociclador StepOnePlus (Applied Biosystems Real-Time PCR System;
ile Technologies, Frederick, MA, EUA). As reacdes foram conduzidas em um volume
final de 10 yL usando 8 uL Power SYBR Green PCR Master Mix (Life Technologies).

O termociclador foi programado para iniciar com uma etapa de retencéo (95°C por 10
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minutos), seguida por 40 ciclos consistindo de uma etapa de desnaturacao (95°C por
15 segundos) e uma etapa de recozimento (60°C por 1 minuto). As curvas de
dissociacao foram obtidas por aumentos graduais na temperatura de 60 a 95°C. Os
primers foram validados atendendo aos seguintes critérios: i) ter eficiéncia de
amplificacéo entre 85 e 110%; ii) auséncia de amplificacdo do controle negativo e iii)
pico Unico na curva de dissociacdo e menor limiar do ciclo. As curvas padrdo para
cada primer foram validadas usando cinco diluicBes e réplicas progressivas. Isto foi
conseguido utilizando um conjunto de amostras de cDNA de CT-1 em dilui¢cdes de
1:20, 1:40, 1:60, 1:80, 1:160 e 1:320 (cDNA:H20).

5.11 Analise da Abundéncia dos Transcritos

A andlise da abundancia relativa dos transcritos foi realizada utilizando primers
especificos para bovinos, todos pré-selecionados. A expressao relativa dos genes
alvos foi comparada entre o grupo controle e os tratados com AO nas concentracoes
de 100, 500 e 1000 uM durante 72 horas. As reacgOes foram realizadas em triplicata.
A eficiéncia do gPCR foi determinada e os valores do ciclo de quantificacdo (Cq) por
amostra utilizando o software LingRegPCR. A expressdo dos genes RPS9, ACTB,
18S, SSHA e YWHAZ foi testada em amostras CT-1, e os dois genes mais estaveis
para normalizacdo (RPS9 e ACTB), selecionados pelo software geNorm, foram
utilizados como genes de referéncia. A expressao dos genes alvos foi avaliada por
gPCR e normalizada em relacdo a média geométrica dos genes de referéncia usando
0 método comparativo limiar do ciclo delta (Ct) (PFAFFL, 2001).

5.12 Analise Estatistica

Todas as analises estatisticas foram realizadas usando o PROC MIXED do SAS
(versao 9.2, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) considerando o po¢o como unidade
experimental. Os pressupostos de normalidade dos residuos e homogeneidade das
variancias foram verificados para cada modelo por meio do teste de Shapiro-Wilk.
Quando uma das premissas néo foi atendida, transformacdes logaritmicas foram
aplicadas aos dados brutos. Os dados de abundéancia dos transcritos foram analisados
por ANOVA usando o efeito fixo do tratamento. Os resultados estdo relatados com
média + erro padrdo da média. Foi considerado um nivel de significaAncia quando P <
0,05.
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6 RESULTADOS

6.1 Expressao Relativa de PTGER4. Conforme ilustrado na Figura 8, os niveis de
expresséo relativa de PTGERA4 foi menor nos grupos 500 e 1000 uM comparado ao
controle (0,0320 + 0,0097 e 0,0292 + 0,0106 vs. 0,0695 + 0,0097 respectivamente; P
= 0,0154) nédo tendo tais grupos diferido do grupo 100 uM (0,0546 + 0,0106).

Figura 8 - Expressao relativa do receptor 4 da prostaglandina E (PTGER4) em CT-1
cultivadas com 0, 100, 500 ou 1000 uM de AO durante 72 horas, avaliada pela
técnica de RT-qPCR

P=0,0154
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Expressao relativa de PTGER4

Controle 100pyM  500uM 1000 ;M
Concentracao de acido oleico

Fonte: elaborado pela autora.

a,b | etras diferentes indicam diferenca estatistica considerando um nivel de significancia de 5% (P <
0,05).



59

6.2 Expressao Relativa de PTGES1. Conforme ilustrado na Figura 9, os niveis de
expressao relativa de PTGESL1 foi maior nos grupos 500 e 1000 uM comparado ao
controle (4,6370 + 0,3782 e 5,1669 + 0,3782 vs. 3,5120 + 0,3782 respectivamente; P
= 0,0272) néo tendo tais grupos diferido do grupo 100 uM (4,2088 + 0,4177).

Figura 9 - Expressao relativa da Prostaglandina E sintase 1 (PTGES1) em CT-1
cultivadas com 0, 100, 500 ou 1000 uM de AO durante 72 horas, avaliada pela
técnica de RT-gPCR

P=0,0272

B ab

Expressao relativa de PTGES1

Controle 100pM 500 yM 1000 uM
Concentracao de acido oleico

Fonte: elaborado pela autora.

a,b | etras diferentes indicam diferenca estatistica considerando um nivel de significancia de 5% (P <
0,05).
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6.3 Expressao Relativa de AKR1B1. Conforme ilustrado na Figura 10, os niveis de
expressao relativa de AKR1B1 foi menor (P = 0,0013) nos grupos 500 e 1000 uM
(0,2725 + 0,0413 vs. 0,2084 + 0,0413 respectivamente) comparado aos grupos
controle e 100 uM (0,4433 + 0,0413 e 0,4039 + 0,0451 respectivamente).

Figura 10 - Expressdo relativa da familia aldo-ceto redutase membro B1 (AKR1B1)
em CT-1 cultivadas com 0, 100, 500 ou 1000 uM de AO durante 72 horas, avaliada
pela técnica de RT-gPCR
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Fonte: elaborado pela autora.

a,b | etras diferentes indicam diferenca estatistica considerando um nivel de significancia de 5% (P <
0,05).
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6.4 Expressdo Relativa de IFNT. Conforme ilustrado na Figura 11, os niveis de
expressao relativa de IFNT foram menores (P = 0,0013) nos grupos 500 e 1000 uM
(0,2986 + 0,0450 e 0,2300 + 0,0450 respectivamente) quando comparados aos grupos
controle e 100 uM (0,4852 + 0,0450 e 0,4422 + 0,0491 respectivamente).

Figura 11 - Expressao relativa do interferon-tau (IFNT) em CT-1 cultivadas com O,
100, 500 ou 1000 pM de AO durante 72 horas, avaliada pela técnica de RT-qPCR
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Fonte: elaborado pela autora.

ab | etras diferentes indicam diferenga estatistica considerando um nivel de significancia de 5% (P <
0,05).



62

6.5 Expresséao Relativa de PTGES2. Conforme ilustrado na Figura 12, os niveis de
expressao relativa de PTGES2 nao diferiu entre os grupos (P = 0,2451); sendo de
0,0450 + 0,0096; 0,0467 + 0,0122; 0,0326 + 0,0057 e 0,0262 + 0,0051
respectivamente para os grupos controle, 100, 500 e 1000 uM de AO.

Figura 12 - Expressao relativa da Prostaglandina E sintase 2 (PTGES2) em CT-1
cultivadas com 0, 100, 500 ou 1000 uM de AO durante 72 horas, avaliada pela
técnica de RT-gPCR
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Fonte: elaborado pela autora.
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6.6 Expressédo Relativa de PTGS2. Conforme ilustrado na Figura 13, os niveis de
expressao relativa de PTGS2 néao diferiu entre os grupos (P = 0,1655); sendo de
0,4256 + 0,0705; 0,3461 + 0,0783; 0,3167 + 0,0317 e 0,3576 + 0,0286
respectivamente para os grupos controle, 100, 500 e 1000 uM de AO.

Figura 13 - Expresséo relativa da Prostaglandina-endoperoxido sintase 2 (PTGS2)
em CT-1 cultivadas com 0, 100, 500 ou 1000 uM de AO durante 72 horas, avaliada
pela técnica de RT-qPCR

P=0,1655

Expressao relativa de PTGS2

Controle 100pyM  500uM 1000 M
Concentracao de acido oleico

Fonte: elaborado pela autora.
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6.7 Expressao Relativa de MMP2. Conforme ilustrado na Figura 14, os niveis de
expressao relativa de MMP2 néo diferiu entre os grupos (P =0,5350); sendo de 1,8899
+0,2947; 3,6633 + 1,8975; 2,9281 + 1,4376 e 4,7144 + 1,0354 respectivamente para
0s grupos controle, 100, 500 e 1000 uM de AO.

Figura 14 - Expressao relativa da matriz metalopeptidase 2 (MMP2) em CT-1
cultivadas com 0, 100, 500 ou 1000 uM de AO durante 72 horas, avaliada pela
técnica de RT-qPCR

P =0,5350
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Fonte: elaborado pela autora.
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6.8 Expressao Relativa de MMP9. Conforme ilustrado na Figura 15, os niveis de
expressao relativa de MMP9 néao diferiu entre os grupos (P =0,2149); sendo de 0,0414
+ 0,0059; 0,0326 + 0,0129; 0,0303 + 0,0029 e 0,0368 + 0,0043 respectivamente para
0s grupos controle, 100, 500 e 1000 uM de AO.

Figura 15 - Expressao relativa da matriz metalopeptidase 9 (MMP9) em CT-1
cultivadas com 0, 100, 500 ou 1000 uM de AO durante 72 horas, avaliada pela
técnica de RT-qPCR
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Fonte: elaborado pela autora.

A Figura 16 ilustra uma sumarizacdo dos principais resultados.



66

Figura 16 - Sumarizacao dos principais resultados. O cultivo de CT-1 com é&cido
oleico nas concentracdes de 500 e 1000 uM durante 72 horas, aumenta
abundancia do transcrito PTGES1 e diminui a abundancia para PTGER4, AKR1B1 e
IFNT e nédo altera a abundancia de PTGS2, PTGES2, MMP2 e MMP9

PGE2 PGF2a
Ny
PTGE;;/P“I'Gé pr&sns‘pmem PTGFR
M il
P
4 (Preesi

PLA2

l PTGS1
X
=]

peF2a| 4

ponz | ¥ @
> -
a: da lipidica da x @
Fosfolipidios )

Membranalcelular /X
U=Bls

(* | A
i .
e Prol'elna
Célula

Fonte: elaborado pela autora.

Fosfolipidio (omega-3)

Célula Trofobldastica Bovina (CT-1)




67

7 DISCUSSAO

Em nosso estudo prévio realizado pelo grupo (LOURENCO, 2022)
investigamos os efeitos da suplementacdo com AO no meio de cultivo na sintese de
prostaglandinas pelas células CT-1. Verificamos que o tratamento com AO diminuiu a
sintese de PGF2a e aumentou a sintese de PGE2, de forma dose-dependente, onde
tal efeito foi observado apenas quando se utilizou a concentracéo de 1000 uM por 72
horas, enquanto ndo houve efeito para as concentracdes de 50, 100, 200 e 500 uM.
Estratégias que possam favorecer a sintese de PGE2 e a razdo PGE2/ PGF2a
tornam-se promissoras para aumentar o éxito do concepto no RMF. Em complemento
ao estudo de Lourenco (2022), neste estudo atual do grupo, avaliamos o efeito do
tratamento com AO na expressédo de genes alvos no biossintese de PGE2 e PGF2q;
assim como outros genes envolvidos no RMF. Nossa descoberta mais importante foi
gue o tratamento com AO, de forma dose-dependente, nas concentracfes de 500 e
1000 yM; aumentou a abundancia do transcrito PTGES1, envolvido na conversédo de
PGH2 em PGE2, desta forma favorecendo a biossintese de PGE2. Também
observamos uma reducdo na abundancia do transcrito AKR1B1, envolvido na
conversdo de PGH2 em PGF2a, desta forma desfavorecendo a biossintese de
PGF2a. Observamos que o AO diminui a abundancia do transcrito para PTGER4, um
dos quatro tipos de receptores para a PGE2 e nao alterou transcritos relacionados a
matriz metalopeptidase (MMP2 e MMP9). Verificamos que a abundéancia de transcritos
para o IFNT foi diminuida pelo tratamento com AO nas concentracdes de 500 e 1000
UM, resultado diferente do esperado.

Os achados no presente trabalho elucidam em parte os resultados obtidos por
Lourenco (2022), onde o aumento nos niveis de expressédo relativa de PTGES1,
enzima responsavel por converter PGH2 em PGEZ2, possivelmente tenha favorecido
o0 aumento da sintese de PGE2. Em complemento, a reducéo na expressao relativa
de AKR1B1 observada neste estudo, enzima responsavel pela conversdo de PGH2
em PGF2a, possivelmente tenha desfavorecido a sintese de PGF2a. A redugao na
expressao relativa de AKR1B1, promoveria uma maior disponibilidade de PGH2 que
agora por maior abundancia de PTGES1, aumentaria a conversdo de PGH2 em mais
PGE2.

Este estudo representa parte de uma investigacdo maior realizada pelo grupo,
que avalia a suplementacdo com diferentes acidos graxos no meio de células

trofoblasticas bovinas CT-1 e embries bovinos produzidos in vitro. Para os acidos
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graxos testados: acido linoleico ndo conjugado (AL; C18:26; dmega 6), acido oleico
(AO; C18:1; bmega 9) e uma mistura contendo acido eicosapentandico (EPA; 20:53;
0mega 3) + docosahexandico (DHA; 22:63; 6mega 3). Maldonado et al. 2023, realizou
estudo similar cultivando células CT-1 com &cido linoleico conjugado (CLA), este um
representante da familia Gmega 6. Os autores verificaram que CT-1 suplementados
com CLA nas concentragdes de 10, 20, 50, 100 uM por 72 horas, em todas as doses
testadas nas CT-1 apresentaram redugao da sintese de PGF2a e PGEZ2; entretanto
foi verificado um aumento da razdo PGE2/PGF2a. Quando a expressao dos mesmos
transcritos averiguados em nosso estudo, foi avaliada por Maldonado et al. (2023),
verificou-se que a suplementacdo com CLA exerceu um efeito quadratico na
expressao relativa dos transcritos de PTGES2 e PTGER4. Os niveis relativos da
expressao de PTGES2, PTGER4 e MMP9 foram reduzidos em células CT-1 cultivadas
com 100 yM comparado ao grupo nao tratado e tratado com 10 uM. A expressao dos
outros genes analisados (PTGES, PTGS2, AKR1B1, MMP2, IFNT) néo foi alterada
pela suplementagdo com CLA. Assim, 0S mesmos autores verificaram que para a
maior concentragéo testada (100 uM) houve uma reducéo na abundancia PTGER4 e
PTGES2 comparado ao uso de 10 uM. Em nosso estudo, de forma similar, o AO
promoveu na dose de 500 e 1000 uM, diminuicdo na abundéancia de PTGER4
entretanto ndo alterou a abundéancia de PTGES2.

Em nosso estudo ndo era esperado que a abundancia de IFNT fosse reduzida
em células CT-1 cultivadas com AO. Sabidamente uma das acfes do IFNT, em células
endometriais bovinas durante o RMF, refere-se a sua acdo em aumentar a sintese de
PGE2 e diminuir a de PGF2a em prol do RMF. No presente estudo, considerando ter
havido um aumento na sintese de PGE2, esperava-se que também que houvesse um
aumento no transcrito para IFNT, evento que ndo ocorreu. Uma das hipoteses para a
reducdo de IFNT associado as maiores concentracfes de PGE2 no meio de cultivo
refere-se a sua acéo, bem conhecida em células endometriais, onde o IFNT antecede
0 aumento da sintese de PGE2. Assim, considerando que a abundéncia foi
mensurada em CT-1 cultivadas por 72 horas com AO, acreditamos que possivelmente
0 aumento da abundancia do transcrito para IFNT tenha antecedido as 72 horas.

Em nosso estudo, dois mecanismos poderiam estar promovendo aumento da
concentracéo de PGE2 na referida dose. O primeiro mecanismo poderia ser a inibicao
da sintese de PGF2a pelo AO, evento que restringiria a sintese de PGF2a

promovendo um acumulo de AA nas células, levando assim a uma maior
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disponibilidade de AA, favorecendo a maior conversao de AA em PGE2. O segundo
mecanismo refere-se ao fato de que o AO pode estimular diretamente a sintese de
PGE2 pelo aumento da abundancia de PTGES1. Niringiyumukiza, Cai e Xiang (2018),
relatam a importadncia do aumento da PGE2 no desenvolvimento embrionario,
especificamente na proliferacdo das células embrionarias e trofoblasticas permitindo
assim um maior éxito no RMF.

Em um estudo de Cheng et al. (2015), os autores observaram que células
endometriais de ovelhas expostas a baixas concentragdes de AO (20 e 100 uM) por
24 horas tiveram incremento na sintese de PGE2, redugédo de PGF2a e duplicagao da
razdo PGE2/PGF2a. No estudo de Lourencgo (2022), observamos um incremento na
sintese de PGE2 e uma redugao de PGF2a apenas na maior concentracao utilizada
(1000 pM), embora tal concentragdo nao tenha alterado a razdo PGE2/PGF2a.
Lourenco (2022), diferente de Cheng et al. (2015) que utilizaram uma linhagem celular
de origem materna, utilizou uma linhagem de origem embrionaria (CT-1). Além disso
o tempo de exposicdo ao AO em nosso estudo foi muito mais longo (72 horas)
comparado ao estudo de Cheng et al. (2015) que foi de 24 horas. Em conjunto, esses
dados indicam que linhagens celulares de origem materna e embrionaria respondem
de forma diferente a diferentes concentracbes de AO, ou seja, enquanto baixas
concentracfes de AO (20 e 100 uM) favorecem a sintese de PGE2 e desfavorecem
PGF2a em células de origem materna, células de origem embrionarias mostram
efeitos semelhantes apenas em concentracdes mais altas de AO (1000 yM). Além
disso, o periodo de exposicdo com AO também pode ser outro fator importante no
contexto da sintese das duas prostaglandinas investigadas.

Em outro estudo, foi investigado a expressao de mRNA de enzimas envolvidas
na sintese de PGE2 em embrides produzidos in vitro em novilhas holandesas. Os
autores verificaram que todos os embrides bovinos produzidos in vitro nos estagios
de moérula e blastocisto apresentaram transcri¢cdes para PTGS2 e PTGES1 na sintese
de PGE2, sendo esta a via predominante. Os autores sugerem que 0s embrides
utilizam exclusivamente a via PTGS2 e PTGESL1 na sintese de PGE2 e que a PGE2
esta potencialmente envolvida na expansao do blastocisto e na competéncia do seu
desenvolvimento (SAINT-DIZIER et al., 2011). Similarmente, em embrides humanos,
a PTGS2 foi predominantemente expressa em embrides de 8 células, mérula e
blastocisto (WANG et al., 2002). Em nosso estudo com células trofoblasticas, em

concordancia aos achados de Saint-Dizier et al. (2011), verificamos que o aumento
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da sintese de PGEZ2 foi relacionado de fato a um aumento na abundancia do transcrito
PTGESL1 sem ter havido alteracdo na abundancia de PTGS2.

Saint-Dizier et al. (2011), também verificaram que embrides de excelente
qualidade (Grau 1) apresentaram niveis mais elevados de PTGS2 e PTGES1 quando
comparado aos embrides de boa e média qualidade (Grau 2 e 3), e que a maior
producdo de PGE2 pelo embrido aumentaria sua competéncia no desenvolvimento.
Em nosso estudo, o fato do AO aumentar a abundancia de PTGES1 poderia contribuir
para o desenvolvimento do embrido e favorecimento do RMF. Este conjunto de
observacdes, indica que PTGS2 e PTGES1 podem ser bons marcadores genéticos
candidatos de competéncia de desenvolvimento em embriées bovinos produzidos in
vitro. Em nosso estudo encontramos aumento na abundéancia de PTGES1 em CT-1
tratadas com 500 e 1000 uM de AO, condicao que favoreceu a maior sintese de PGE?2.

A PGE2 originada do embrido bovino pode ter efeitos paracrinos e/ou
enddcrinos tanto no oviduto como no endométrio, uma vez que varios subtipos do
receptor PGE2 acoplado a proteina G (EP) sao expressos em células do oviduto
bovino durante todas as fases do ciclo estral (GABLER et al., 2008) e em tecidos
uterinos durante os primeiros 50 dias de gestacdo (AROSH et al., 2004). Em nosso
estudo foi verificada uma reducado dos receptores para PGE2 do tipo 4 (EP4) nas CT-
1. Tal achado permite pressupor que as acdes da PGE2 por mecanismos autocrinos
seriam menos provaveis. Assim, podemos pressupor que as a¢des de PGE2 possam
estar mais vinculadas ao endométrio materno e ao corpo liteo do que as préprias
células trofoblasticas do embrido.

O tratamento com AO néo alterou a MMP2 e MMP9. A expectativa era que em
favorecimento ao RMF houvesse um aumento na abundancia de transcritos para
MMP2 e redugédo para MMP9. Desta forma ndo evidenciamos a acgao do AO na

remodelacdo de MEC.

8 CONCLUSAO

A suplementacao de células trofoblasticas CT-1 com AO nas concentragdes de
500 e 1000 uM durante 72 horas, aumenta abundancia do transcrito PTGES1, diminui
a abundancia para PTGER4, AKR1B1 e IFNT e nao altera PTGS2, PTGES2, MMP2
e MMPO.
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