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IMPACTO ESPERADO NA SOCIEDADE

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

estabelecerem a prenhez.



EXPECTED IMPACT ON SOCIETY

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

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

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

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

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



LISTA DE FIGURAS

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Figura 11 - Experimento Piloto B - Concentra¢do de PGF2a e PGE2 no meio de cultivo de
oocitos durante a MIV. Média + erro padréo das concentra¢des de PGF2a, PGE2 e arazéo
PGE2/PGF2a. em ng/mL; mensurada por ELISA, em meio de cultivo de odcitos bovinos

45

47

49

53

55

56



cultivados por 24 horas em meio MIV sem DMSO (Grupo sem DMSO; n=135) ou com
0,15% de DMSO (Grupo SFB com DMSO; N=135)...ccciiiieiiieieeeeeeeeeeeeeeee e

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

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

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

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

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

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

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

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

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

animal.

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

caracterizam uma baixa eficiéncia reprodutiva.

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

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

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

ApoOs a TETF nas receptoras, as taxas de concepcao dificilmente superam 50%.
Um dos principais fatores que comprometem o éxito da prenhez em fémeas bovinas de
corte é a mortalidade embrionaria precoce, ocasionada por falhas no reconhecimento
materno-fetal (RMF), especificamente no periodo compreendido entre 15 e 17 dias
apos a fecundacao (BINELLI et al., 2001). Para o sucesso no estabelecimento da
prenhez, o concepto (embrido e membranas anexas) deve produzir competentemente
moléculas que ao interagirem com o endomeétrio irdo inibir a sintese de prostaglandina
F2a (PGF2a) e a lutedlise. Tal acdo, preserva funcionalmente e estruturalmente o
corpo luteo (CL), mantendo altas concentracdes de progesterona (P4) circulantes
(GOFF, 2002).
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O interferon-tau (IFNT), sintetizado e secretado pelas células trofoblasticas do
concepto, foi caracterizado como o principal fator envolvido no RMF na espécie bovina
(ROBINSON et al., 2006; EALY; YANG, 2009). Quando o concepto produz de maneira
competente o IFNT, o endométrio apresenta a sintese de PGF2a suprimida enquanto
registra-se um aumento na sintese de prostaglandina E2 (PGE2). Na ocorréncia de
um RMF bem-sucedido, a sintese de PGE2 é aumentada no endométrio e nas células
trofoblasticas do embrido e concepto. A PGE2 exerce efeitos anti-lutedliticos e
luteotroficos, ambos fundamentais para o éxito da prenhez (McCRACKEN et al., 1999).

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

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

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

Embora varios estudos tenham investigado o uso de CLA em modelos in vivo e
in vitro, 0 mecanismo de acdo dos CLAs € pouco conhecido. A hipétese do referido
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estudo € que a suplementacdo com CLA durante a maturacgéo in vitro de odcitos (MIV)
e cultivo in vitro de embrides (CIV) estimula no odcito (apés 24 horas de cultivo) e no
embrido (apés 9 dias de cultivo) uma menor sintese de PGF2a, maior sintese de PGEZ2,
maior razdo PGE2/PGF2a e maior taxa de blastocistos no D7 e D9, sendo tal efeito
dose dependente. Objetivou-se no Experimento 1 determinar os efeitos de diferentes
concentracdes de CLA (0, 50, 100 e 150 uM), onde a mesma concentragao foi utilizada
durante a MIV e CIV, durante a maturacéo in vitro de odécitos (MIV) e cultivo in vitro de
embrides (CIV), nas concentra¢gdes de PGF2a, PGE2 e narazdo PGE2/PGF2a. no meio
de cultivo de odcitos ao término da MIV (apo6s 24 horas de cultivo) e no meio de cultivo
de embrides ao término da CIV (apds 9 dias de cultivo), assim como a taxa de producao
de blastocisto no D7 e D9 (DO = dia da fertilizagdo). Objetivou-se no Experimento 2
comparar as diferentes concentracdes de CLA (0, 50, 100 e 150 uM) durante a CIV, nas
concentracdes de PGF2a, PGE2 e narazdo PGE2/PGF2a no meio de cultivo de odcitos
ao término da MIV (apos 24 horas de cultivo) e no meio de cultivo de embrides ao
término da CIV (apés 9 dias de cultivo), assim como a taxa de producédo de blastocisto
no D7 e D9 (DO = dia da fertilizac&o).

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

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 ovulatério, de maneira que atualmente € possivel programar inseminacdes
de forma racional, econdmica e efetiva. Entretanto, os eventos reprodutivos que
ocorrem nas trés semanas subsequentes a inseminacdo caracterizam falhas no
estabelecimento da prenhez. Um dos principais fatores que comprometem a
performance reprodutiva de fémeas bovinas, dificultando a obtencdo de taxas de
concepcao acima de 50% com o uso da IATF e TETF, refere-se a incompeténcia do
concepto (embrido e membranas anexas) em promover o estabelecimento da
prenhez, condicdo que determina a mortalidade embrionaria precoce. Tal fato
provavelmente decorra da grande complexidade dos eventos fisioldgicos
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caracterizados nesse periodo. Em rebanhos bovinos, a mortalidade embrionaria é
uma das maiores causas de falhas reprodutivas, conforme revisado por Santos et al.
(2004) e Sartori (2004). Nos primeiros sete dias pés-inseminacao tal mortalidade foi
associada a falhas de fertilizacdo, defeitos genéticos e anormalidades no
desenvolvimento embrionéario 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 et al., 2002; SARTORI, 2004).
De fato segundo Vanroose et al. (2000) e dados obtidos do rebanho zebuino no
Estado de S&do Paulo (MACHADO et al., 2009), em vacas de corte, 20 a 40% das
falhas de concepcdo decorrem da mortalidade embrionaria que ocorre nas trés
primeiras semanas de prenhez.

Estudos realizados na década de 70 permitiram a observacdo de que em
bovinos os principais desafios biolégicos para o estabelecimento da prenhez ocorrem
no periodo especialmente compreendido entre os dias 15 e 19 apds a fecundacéao,
posteriormente designado de “periodo critico” (BINELLI et al.,, 2001). Em fémeas
bovinas durante tal periodo, o concepto deve produzir competentemente moléculas
que interagem com o endométrio materno inibindo a sintese de prostaglandina F2a
(PGF2a) e a lutedlise, condicdo determinante para o reconhecimento materno-fetal e
o estabelecimento da prenhez.

O IFNT sintetizado e secretado pelas células trofoblasticas do concepto, foi
caracterizado como o principal fator envolvido no reconhecimento materno-fetal na
espécie bovina (ROBINSON et al., 2006; EALY; YANG, 2009). Para o sucesso em tal
reconhecimento torna-se imprescindivel uma competente producdo de IFNT pelo
concepto, que determinara de maneira eficiente a inibicdo da sintese de PGF2a pelas
células endometriais, permanéncia do CL e manutencdo de altas concentracdes
plasmaticas de P4.

O emprego da IATF e TETF, além de suas comprovadas vantagens, possibilita
agrupar um grande numero de fémeas em um mesmo momento cronoldgico de
prenhez, especialmente entre os dias 15 e 19 considerado o “periodo critico”. Tal
coincidéncia temporal, permite 0 emprego de estratégias que possam favorecer o
desenvolvimento embrionario e/ou do concepto, em um determinado momento do seu
desenvolvimento, incrementando as taxas de concepcgao. Diante deste contexto,

atualmente busca-se o desenvolvimento de estratégias que possam favorecer o
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reconhecimento materno-fetal durante o periodo critico. Tais estratégias, que se
tornam de grande interesse econdmico, objetivam reduzir a capacidade de sintese de
PGF2a pelo endométrio materno e/ou maximizar o estimulo anti-luteolitico induzido

pelo concepto.

2.2 Mecanismos Fisiologicos Envolvidos no Reconhecimento Materno-Fetal

O estabelecimento e a manutencéo da prenhez requerem uma comunicacao
enddcrina e paracrina reciproca entre os ovarios, endométrio e concepto. Em fémeas
bovinas, entre 14 a 16 dias de desenvolvimento, modificagdes morfolégicas nas
células trofoblasticas aliadas ao aumento de proliferacdo das mesmas, transformam
0 concepto esférico em uma estrutura elongada de forma filamentosa que ocupa a
maioria da extensao do corno uterino ipsolateral a ovulagdo (ASHOWORTH; BAZER,
1989; GUILLOMOT, 1995; ROBINSON et. al., 2006). A rapida expansao 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 células 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 elongacdo do concepto (EALY et
al., 2001; ROBINSON et al., 2006), expressdo que diminui abruptamente depois de
21 dias de prenhez (XAVIER et al., 1997; 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 adesao das células trofoblasticas ao Utero néo é evidenciada até 19
a 21 dias de prenhez. Para compor a secrec¢ao epitelial endometrial ocorre o transporte
seletivo de moléculas, especialmente fatores de crescimento, ions, glicose e
aminodacidos para o lumen uterino (SPENCER et al., 2004a; SPENCER et al., 2007).
Esse grande conjunto de moléculas ir4 constituir o histotrofo, caracterizado como a
Unica fonte nutritiva para a proliferagdo das células trofoblésticas e elongacdo 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

paracrinos, a funcéo de prevencdo da secrec¢édo pulsatil de PGF2a (SPENCER et al.,
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2004b; SPENCER et al., 2007). As acoes do IFNT no RMF foram relacionadas por
Arosh et al. (2016) e Pate (2020). A acdo paracrina do IFNT inicia-se no momento da
sinalizacdo, quando o IFNT secretado no lumen uterino se liga aos seus receptores
(IFNR) na membrana das células endometriais. Tais receptores sao constituidos por
duas subunidades (IFNR1 e IFNR2). A ligagéo do IFNT ao IFNR inicia a cascata de
sinalizacdo JAK/STAT, que resulta na formacdo do Fator Génico 3 Estimulado por
Interferon (ISGF3), que é transportado ao nucleo da célula onde inibe a transcricao
génica do ER e consequentemente a formacdo dos OXTRs. A auséncia de OXTRs
impede que a ocitocina (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 RMF. O IFNT, nas células do estroma e do epitélio endometrial ainda aumenta
a sintese de PGE2, onde atua desfavorecendo a via que forma PGF2a e favorecendo
a via de sintese da PGE2. O IFNT também age aumentando os receptores de PGE2
nas células endometriais.

Segundo Arosh et al. (2016) e Pate (2020), na acao enddcrina, conforme
ilustrado na Figura 1, o IFNT produzido pelo concepto no limen uterino € transportado
para a veia uterina, onde pode seguir dois caminhos: A) o IFNT vai para a circulacao
sistémica onde estimula nas células imunes a expressao dos genes especificos
(genes especificos estimulados pelo IFNT); B) o IFNT, pela via de transporte por
contracorrente, passa da veia uterina para a artéria ovariana chegando ao ovario onde
ird promover um conjunto de acdes no CL. No CL o IFNT exerce varias funcdes, tais
como: A) aumenta a proliferacdo celular; B) estimula a expressdo de genes que
promovem o aumento da secrecédo de P4 no CL; C) promove a sobrevivéncia das
células endoteliais mantendo a perfusdo sanguinea do CL e D) aumenta 0 RNAm para
as proteinas que medeiam a angiogénese. Assim, o IFNT desfavorece no CL a
luteolise funcional. O IFNT ainda promove no CL varias outras agdes: A) diminui a
sintese de citocinas no CL; B) previne a resposta das células do sistema imune que
participam da lutedlise estrutural e C) diminui o RNAm das proteinas que medeiam a
apoptose protegendo o CL da morte celular e D) aumenta a proliferacéao celular no CL
e diminui a abundéncia de RNAmM nas células endoteliais de forma a prevenir a
lutedlise.

Assim, o IFNT desfavorece no CL a lutedlise estrutural. O IFNT aumenta a
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proliferacdo celular no CL e diminui a abundancia de RNAm nas células endoteliais
de forma a prevenir a lutedlise. Sabe-se que existe um influxo de neutréfilos no CL
durante o RMF, onde o IFNT altera a funcionalidade das células imunes,
desfavorecendo a lutedlise funcional e estrutural. Segundo os 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 endomeétrio, regulando a expressao de genes e funcdes importantes para
a receptividade uterina, crescimento e desenvolvimento do concepto durante a fase
inicial da prenhez. Sabe-se também que as PGE2 e PGI2 desempenham acdes
luteotréficas importantes no CL, favorecendo a secrecao de P4. O IFNT favorece a
sintese de PGE2 endometrial (quando ndo prioriza a sintese de PGF2a. e prioriza
PGE2), que esta ir4 exercer um conjunto de ac¢@es luteotroficas (favorecimento da
manutencdo e atividade do CL). Os mecanismos de acdo da PGE2 decorrem de: A)
diminui a sensibilidade do CL a acédo da PGF2a; B) estimula o aumento da producao
de P4 nas células luteais e C) aumenta no tecido luteal as concentracdes de AMPc e
a ativacao da PKA, que estimularia a sintese de P4.

Portanto temos trés mecanismos conjugados que favorecem o RMF, a inibic&o
na sintese de PGF2a, maior resisténcia do CL as aces luteoliticas da PGF2a e um
amplo conjunto de ac¢bes luteotréficas 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.
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Figura 1 - Mecanismos envolvidos na regressao funcional e estrutural do corpo lateo (Painel
A) e na manutencao estrutural e funcional do corpo lateo, durante o reconhecimento materno
fetal (Painel B). A célula endometrial secreta pulsos de alta amplitude de PGF2a que ao
chegar na célula esteroidogénica luteal, determina a lutedlise funcional e estrutural do corpo
liteo. A lutedlise funcional é caracterizada faléncia na producgéo de progesterona e a estrutural
pelo desencadeamento dos mecanismos apoptoticos na célula luteal. Na presenca do
concepto secretando IFNT de maneira competente, ocorre a inibicdo da secrecédo de alta
amplitude de PGF2a, que se mantem em niveis basais. O IFNT ainda estimula a secre¢éo
de PGEZ2, esta que ao chegar na célula luteal, impede qualquer acdo da PGF2a, além de
promover aumento na vascularizacdo do corpo liteo e aumento a sintese de progesterona

além de desfavorecer os mecanismos apopt6ticos no corpo lateo
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Fonte: Arosh (2016).
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2.3 Biossintese e Secrec¢ao de Prostaglandinas

Os eicosanoides sdo metabdlitos oxigenados dos acidos graxos essenciais
compostos por prostaglandinas, leucotrienos, prostaciclinas, tromboxanos e derivados
dos acidos graxos hidroxilados. Grande parte dos eicosanodides relevantes derivam do
AA através de diferentes vias de sintese. Em um modelo ilustrado por Oliveira (2013),
no endométrio de fémeas bovinas, a enzima fosfolipase citosoélica 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 prostanoides. A PGH2 é
convertida pelas enzimas PGE sintases (PTGES1, PTGES2 ou PTGES3) em PGEZ2;
PGF sintase (AKR1B1, AKR1C3, 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 agdo da enzima
CBRL1. A seguir, os prostandides atravessam a membrana plasmatica passivamente ou
por transporte facilitado. Uma vez no exterior das células, os prostandéides 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 séo produzidas a partir de PGH2,
as concentracdes especificas destas prostaglandinas dependem da disponibilidade de
PGH2 e da atividade especifica de PGF e PGE isomerase e sintase (MOUSSAVI et al.,
2013).

O embrido pré-implantacdo produz muitas prostaglandinas incluindo PGF2a,
PGE2 e PGI2. Hwang et al. (1998) estudaram o metabolismo do &cido araquidénico
pelo embrido em diferentes fases da prenhez. Os mesmos autores, verificaram que o0s
embrides bovinos produzem predominantemente PGE2 antes do dia 12, PGE2 e

PGF2a entre os dias 13 e 15 a adicionalmente PGI2 apds o dia 15 de desenvolvimento.

Diante desse contexto, a sintese de PGF2a e PGE2 no tecido endometrial e
células endometriais foi exaustivamente perseguida e compreendida. Entretanto, a
sintese de PGF2a e PGE2 em embries e conceptos foi pobremente estudada e
compreendida. E reconhecido que o uso de diferentes acidos graxos pode alterar a
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proporcdo de PGF2a e PGE2 produzidas nas células trofoblasticas, embribes e

conceptos.

Figura 2 - Desenho esquematico representando a sintese de prostaglandinas na célula
endometrial. A sintese de PGF2a e PGE2 na célula endometrial é determinada da seguinte
forma: a enzima fosfolipase A2 (PLA2) libera o acido araquidénico (AA) da membrana para o
citosol, este pode ser convertido pela PTGS1 e/ou PTGS2 em PGH2. A PGH2 é convertida
pelas enzimas PTGESL, 2 ou 3 em PGE2. A PGH2 é convertida pelas enzimas AKR1B1,
AKR1C3 e/ou AKR1C4 em PGF2a. Ainda existe a possibilidade de a PGE2 ser convertida em
PGF2a pela acdo da enzima CBR1
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Fonte: Adaptado por Oliveira (2013).

2.4 Uso de Acidos Graxos Especificos como Moduladores da Sintese de
Prostaglandinas

Os acidos graxos poliinsaturados (AGPI) representantes da familia 6mega 6,
especialmente o acido linoleico (AL) e os isbmeros de CLA cis-9, trans-11 (c9, t11) e
trans-10, cis-12 (t10, c12), reconhecidamente determinam modificacbes na
biossintese de eicosanoides incluindo as PGs. O AL pode ser convertido em &cido

araquidénico, estimulando a biossintese PGs ou, alternativamente, pode sofrer mais

31



dessaturacédo tornando-se um precursor dos acidos graxos 6mega 3 (WATHES et al.,
2007). Células endometriais bovinas (células BEND) nédo tiveram a sintese de PG
estimulada pelo AL (MATTOS et al., 2003), mas animais alimentados com uma dieta
rica em AL tiveram um aumento na biossintese e liberacdo de PG induzida por
ocitocina (CHENG et al., 2001). Em contraste, Robinson et al. (2002) descobriram
que dietas a base de acido linoleico aumentou a liberacdo de PGF2a induzida por
ocitocina, mas apenas no dia 17 do ciclo estral. Em contrapartida, a infusdo abomasal
de AL reduziu a liberacdo de PGFM, principal metabdlito da PGF2a, em resposta a
administracdo de ocitocina no dia 15 do ciclo estral (OLDICK et al., 1997). De acordo
com Moussavi et al. (2013), em meio de cultura de células epiteliais endometriais
bovinas expostas a quantidades > 50uM de CLAs por 24 horas, as concentracdes de
PGE2 e PGF2a diminuiram significativamente. Ainda nesse estudo, o CLA t10, c12
promoveu diminui¢cdo na producéo de PG de forma mais acentuada do que o CLA c9,
t11l. Porém, segundo Cheng et al. (2003), em células endometriais de ovelhas, com
ou sem ocitocina ou lipopolissacarideo, o CLA de forma dose-dependente suprimiu a
geragao de PGF2a, enquanto baixas doses de CLA 20uM aumentaram a geracgédo de
PGE2.

Meier et al. (2009) avaliaram os efeitos do acido eicosapentandico (EPA; 20:53
Omega 3), acido docosahexandico (DHA; 22:63 6mega 3) e &cido linoleico (AL; C18:26
0mega 6) na liberagdo de PGF2a e PGE2 endometrial e do tecido trofoblastico durante
uma breve cultura. Nesse estudo, as células trofoblasticas foram obtidas de vacas
pré-sincronizadas, inseminadas ou nao, ap6s 16 a 17 dias. A cavidade uterina foi
lavada com 20 mL de solucédo salina e os conceptos foram recuperados. O disco
embrionéario foi identificado e removido do tecido trofoblastico. Foram realizados
separadamente o cultivo do tecido endometrial e do tecido trofoblastico. O tecido
trofoblastico foi incubado com EPA, DHA ou AL a uma concentragéo final de 10 yM
idéntica para todos os acidos. ApGs a cultura de 5 horas a 37°C, o meio de cultivo foi
isolado para a mensuracdo de PGF2a e PGE2 por radioimunoensaio. Os acidos
graxos utilizados individualmente (DHA, EPA ou AL) ndo alteraram a sintese de
PGF2a. e PGE2 no endométrio de fémeas prenhes e néo prenhes no D16 e D17 e
também em células trofoblasticas. No geral, tais tratamentos nao tiveram efeito na
liberacdo de PGE2 nos tecidos trofoblasticos, embora houvesse uma tendéncia (P =
0,17) dos acidos graxos 6mega 3 (EPA e DHA) reduzirem a liberacdo de PGE2. Os
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autores alegam que utilizaram um periodo curto de tratamento (5 horas) e uma dose
relativamente baixa (10uM) dos diferentes 4cidos graxos. Em estudo realizado por
Mattos et al. (2003), a inibicdo da sintese de PGF2a em células BEND por EPA foi
dependente de dose, onde a dose de 10 a 20 uM inibiu a liberacdo de PGF2a quando
incubadas por 24 horas. Os efeitos dos AGPI na liberagédo de PG endometriais foram
amplamente pesquisados nos ultimos 20 a 30 anos, porém pouco se sabe sobre como
a sintese de PG embrionarias é afetada por tais acidos graxos. O AL pode ser
convertido em &cido araquidonico, portanto estimula a biossintese de PGF2a ou,
alternativamente, sofre mais dessaturacdao tornando-se um precurssor dos acidos
graxos 6mega 3 (WATHES et al., 2007). Células endometriais bovinas (células BEND)
nao responderam ao AL (MATTOS et al., 2003). O mecanismo especifico que afeta a
razdo PGE2/ PGF2a precisa ser compreendido. Menos claro é o efeito dos AGPI na
biossintese de PG produzidas pelo embrido ou concepto.

Algumas estratégias utilizando os AGPI da familia émega 6, vem sendo
investigadas por esse grupo. 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
pos-parto suplementadas com 1,7 kg/vaca/dia de dieta contendo 60% de semente de
girassol (principal fonte de Omega-6) e 40% de farelo de soja por 21 dias
imediatamente apés a IATF. Observou-se um aumento de 18,91% na taxa de prenhez,
guando 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¢do 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 suplementacao 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 et al., 1992; THOMAS; WILLIAMS, 1995;
THANGAVELU et al.,, 2007). Mudangas dependentes do tempo na sintese de

prostaglandinas embrionarias sdo importantes na determinacdo da sobrevivéncia
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embrionaria (HWANG et al., 1988). Evidenciou-se que o aumento da biossintese de
PGF2a durante o inicio da prenhez reduziu o desenvolvimento dos embrides preé-
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 embribes
(GUREVICH et al., 1993) inclusive determinando um efeito protetivo durante o0s
periodos de estresse oxidativo (WENTZEL et al., 1999). Assim, uma reducdo na
sintese de PGE2 durante periodo pré-implantagdo pode ser prejudicial a
sobrevivéncia embrionaria. A PGI2 é um potente vasodilatador durante a prenhez
(MAGNESS et al., 1981) e parece desempenhar um papel na implantacdo embrionéaria
inicial. No camundongo, a PGI2 aumenta o desenvolvimento embrionario e a eclosao
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 estratégicas para melhorar o crescimento
e desenvolvimento embrionario favorecendo as taxas de prenhez.

Recentemente 0 nosso grupo realizou um estudo especificamente com a
suplementacdo com &cido linoleico conjugado [CLA; cis-9, trans-11 (c9, t11) e trans-
10, cis-12 (110, c12] em meio de cultivo de células trofoblasticas bovinas (CT-1).
Verificou-se que células trofoblésticas tratadas com CLA (10, 20, 50 e 100 uM) 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 relacdo PGE2/PGF2a foi maior em todos
0s grupos tratados com CLA com 48 e 72 horas de cultivo comparado ao controle;
tendo havido modificac6es na abundancia de transcritos envolvidos na biossintese de
PGF2a e PGE2. Em complemento a este estudo, torna-se de nosso interesse, verificar
o efeito do CLA na qualidade dos embrides produzidos in vitro e seus efeitos na
sintese de PGE2 e PGF2q, assim como na relacdo PGE2/ PGF2a.

2.5 Metabolismo Lipidico na Célula

A energia € o principal nutriente requerido por vacas em reproducéo, e 0 seu

fornecimento inadequado na dieta tem efeitos deletérios sobre a eficiéncia
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reprodutiva. Segundo Costa e Fontes (2010) o ambiente ruminal é responséavel por
algumas transformacdes nos lipidios da dieta, como a lipdlise e a biohidrogenacao,
alterando com isso sua composicao e perfil de acidos graxos que chega ao duodeno.
Os AGPI, principalmente os acidos linoleico e linolénico, liberados pela quebra da
ligacdo éster sdo hidrogenados pelas bactérias, produzindo primeiro o &cido
monoendico e, finalmente, o &cido estearico. Costa e Fontes (2010) concluiram que o
rimen € um obstaculo a ser transposto pelos AGPI para que possam ser digeridos e
absorvidos no intestino delgado, devido isto, desenvolveu sais de calcio para que a
gordura seja protegida, permitindo a passagem dos lipidios pelo ramen sem que
sofressem biohidrogenacé&o ou lipdlise.

Segundo Atella et al. (2012), os acidos graxos liberados durante a digestédo séo
absorvidos pelas células do epitélio intestinal, enquanto uma das proteinas que pode
ter papel importante na absor¢cdo desses lipideos € a proteina transportadora de
acidos graxos (FATP). Dados obtidos em estudos por Kirfel e Komnick (1999),
mostraram que as células intestinais absorvem preferencialmente acido oleico (18:1),
seguido pelo acido palmitico (16:0) e acido estearico (18:0).

Em estudos realizados por Lopes et al. (2009, 2011) através da suplementacao
de acidos graxos da familia 6émega 6 no desempenho reprodutivo de vacas de corte,
encontraram em tecidos, principalmente acido linoleico e vestigios de acido linolénico.
A suplementacao de acidos graxos aumentou a incorporacao de acido linoleico e seus
derivados 6mega-6 no plasma, endométrio, corpo liteo e concepto, enquanto as
mesmas respostas ndo foram observadas para o &cido linolénico e seus derivados
Omega-3. Esses resultados indicaram que a suplementacdo com Aacidos graxos
aumentou a ingestéo e absorcao intestinal de acido linoleico por vacas de corte, que
por sua vez foi incorporado, alongado, dessaturado e acumulado por seus tecidos
reprodutivos, resultando em maior passagem de &cidos graxos 6mega-6 para o
concepto. Esses esforcos de pesquisa, no entanto, ndo avaliaram como ocorre a
incorporacao desses acidos graxos nos tecidos reprodutivos. Em pesquisas por White
et al. (2012), obteve-se que a suplementacdo de acidos graxos altera o perfil do
mesmo nos tecidos reprodutivos de vacas, incluindo o corpo luteo e o endométrio,
além de modular os hormdnios associados ao estabelecimento do inicio da gestacao,

como as prostaglandinas.
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2.6Sintese de Prostaglandina no Embriéo

O embrido é capaz de secretar PGs, que desenvolvem um papel importante no
seu desenvolvimento embrionarios inicial (LEWIS, 1989). Segundo Giller, et al. (2018),
apos a acao da PTGS2, enzima chave da sintese de PG, ocorre a liberacdo do AA da
membrana celular para o citosol, que é convertido em PGH2, precursor comum para
PGF2a, PGE2, PGD2, PGI2 e TXA2 (Figura 3). Como tanto o endométrio quanto o
embrido sintetizam PG, a concentracdo de PG luminal uterino € maior durante a
prenhez do que durante o ciclo estral (LEWIS, 1983). De acordo com Hwang et al.
(1998), apoés a avaliagdo do metabolismo do AA pelo embrido em diferentes fases da
prenhez, mostrou que os embrides bovinos secretam de forma predominante PGF2a
antes do dia 12, e a PGE2 e PGF2a entre os dias 13 e 15 a e a PGI2 no dia 15 do

desenvolvimento.

Figura 3 - Representacdo esquematica ilustrando a sintese de prostaglandinas no embriao e
concepto. Acredita-se que o0 acido linoleico conjugado pode alterar a sintese de
prostaglandina das seguintes formas: A) aumentando a disponibilidade de AA na membrana,
que é a principal matéria prima para sintese de prostaglandinas e/ou B) alterando as enzimas
que norteiam a sintese de PGF2a (AKR1B1, AKR1C3 e AKR1C4) e PGE2 (PTGESL],
PTGES2 e PTGES3) e/ou C) e a alterando a enzima que converte a PGE2 em PGF2a (CBR1)

Fonte: Lourenco (2022).
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2.7 Uso de Acidos Graxos Especificos como Promotores da Melhor Qualidade

Embrionéria

Na producao in vitro de embrides bovinos relatou-se que a suplementacao do
meio de cultivo com CLAs (110, c12 e c9, t11) ndo melhorou a producéo de embrides,
mas a incluséo de 100 mM de c9, t11 antes da vitrificagdo melhorou a qualidade dos
mesmos apos o descongelamento (ABSALON-MEDINA et al., 2014). Stinshoff et al.,
(2014) observaram que a suplementacdo do meio de cultivo com 50 mM e 1 mM de
cl2, t10 n&o alterou a taxa de clivagem, mas reduziu a taxa de desenvolvimento em
comparagao com um grupo nao suplementado. Nesse mesmo estudo observou-se que
0 gene SCD, que codifica a enzima estearoil-CoA dessaturase envolvida na biossintese
de acidos graxos principalmente a sintese de acido oleico foi menos expresso em
embribes cultivados com 50 mM de c9, tl1 quando comparado ao grupo nao

suplementado.

Também foi observado que a quantidade relativa de varios transcritos aumentou
em embrides cultivados com 14 mM DMSO em comparacdo com aqueles que
desenvolveram na presenca de 50 mM de c12, t10 ou c9, t11. As analises moleculares
permitiram concluir que o CLA influencia o metabolismo dos lipidios embrionérios. O
acido oleico (AO), caracterizado com um &cido graxo monoinsaturado da familia 6mega
9, também foi relacionado com beneficios no contexto reprodutivo. O AO é o principal
acido graxo insaturado presente em odcitos (MATORRAS et al., 1998), onde contribui
neutralizando os efeitos prejudiciais dos acidos graxos saturados durante o
desenvolvimento oocitario; favorecendo o desenvolvimento embrionario pré-
implantacdo (FAYEZI et al.,, 2018). Além da abundancia no odcito, o AO foi
caracterizado como bastante abundante no fluido folicular de vacas pds-parto

juntamente com os acidos palmitico e estearico (LERQY et al., 2005).

Aardema et al. (2011) demonstraram que o0s o0d0citos de alta qualidade
apresentam mais AO, AL e acido araquidénico em comparac¢do com o0citos de baixa
qualidade (KIM et al., 2003). Os o0citos sédo capazes de incorporar e metabolizar acidos
graxos exogenos (AARDEMA et al., 2011) assim com os embrides (HILLMAN; FLYNN,
1980). Com base nas evidéncias da capacidade de incorporacdo e metabolizacéo de
acidos graxos por oocitos e embrides, a modulacdo do conteudo lipidico a favor de
embrides de melhor qualidade pode se apoiar estrategicamente na suplementacao de

AO e ainda na modulagéo da sintese de prostaglandinas. No embrido, ap6s os acidos
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graxos serem incorporados as células soméaticas, os mesmos sao esterificados em
triacilglicerol e ésteres de colesterol e entdo armazenados como lipidios neutros na
forma de goticulas intracelulares (CARRO et al., 2013). Os lipidios neutros servem
como principais moléculas de armazenamento de energia intracelular (BERTEVELLO
et al., 2018).

Além disso a beta-oxidacao parece ser importante para a maturacdo nuclear do
oocito (PACZKOWSKI et al., 2014; VALSANGKAR et al., 2013; YA e DOWNS, 2013).
No entanto, apds o estresse oxidativo, a peroxidacéo lipidica € aumentada e espécies
reativas de oxigénio sao liberadas, mecanismo que se torna bastante acentuado

durante a criopreservacao (SEIDEL et al., 2006).

O acumulo anormal de lipidios ocorre primeiro durante a MIV (DEL COLLADO
etal., 2015) e continua durante a CIV (SEIDEL, 2006). Reguladores metabdlicos podem
ser utilizados para melhorar a qualidade do embrido, dentre estes o CLA. O CLA induz
a incorporacdo AL e a producéo de triacilgliceréis e fosfolipidios, melhorando o peffil
lipidico das membranas citoplasmaticas e celulares (TOMINAGA et al., 2000). O AL
apresenta propriedades antioxidantes e pode reduzir os lipidios citoplasmaticos assim
com melhorar o perfil lipidico dos embrides bovinos inclusive para a criopreservacao
(KARASAHIN et al.,, 2015). Portanto, a suplementacdo do meio de cultura com
reguladores metabdlicos, inclusive AL e CLA, pode melhorar a qualidade do embrido.
O uso de CLA adicionado ao meio MIV aumentou o armazenamento de lipidios neutros
(CARRO et al., 2013), afetando o perfil lipidico do odcito e promovendo melhora na
morfologia dos embribes desenvolvidos ap6s a fertilizacdo de tais odcitos
(PHONGNIMITRI et al., 2013).

A suplementacdo com CLA na CIV teve efeitos controversos. A suplementacao
com CLA durante a CIV reduziu a disposicao de lipidios citoplasmaticos e inclusive
melhorou a criotolerancia (PEREIRA et al., 2007), mas uma menor sobrevivéncia
embrionaria também foi relatada quando a mesma concentracdo foi utilizada (AL
DARWICH et al.,, 2010). Em outro estudo, o conteudo lipidico foi aumentado em
embrides suplementados com CLA e nenhum efeito positivo foi relatado na
criotolerancia (ABSALON-MEDINA et al., 2014). Entretanto, Oliveira et al. (2021)
verificou que a suplementacdo com CLA em D4 e D6 na cultura de embrides bovinos
aumentou a taxa de expansao e eclosdo apos a vitrificacdo e descongelamento, com

melhor resultado quando a suplementacéo foi realizada no D4 (DE LIMA et al., 2017).
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Em alguns estudos verificou-se um acumulo de lipidios ocorre durante a MIV
(AARDEMA et al., 2011; DEL COLLADO et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2021) embora
em outros estudos o conteudo lipidico tenha diminuido durante a MIV (FERGUSON et
al., 1999; KIM et al., 2003).

Durante a MIV, comparado a o6citos maturados in vivo, houveram modificacfes
nos padrdes lipidios dos odécitos, alterando o padréo de diacilglicerdis e triacilglicerois
(DEL COLLADO et al., 2017). Como os lipidios neutros sdo importantes moléculas de
armazenamento de energia intracelular e também participam da biossintese da
membrana durante o desenvolvimento embrionario inicial (HIZAKI et al., 1999; HOCHI
et al.,, 1999), a qualidade do odcito esta associada a um perfil lipidico de melhor
qualidade (HOCHI et al., 1999).

Assim a modulacao lipidica na fase de MIV pode exercer efeitos positivos na
qualidade e sobrevivéncia do embrido formado a partir de tais o6citos. Em muitos
estudos também observou um acumulo de lipidios durante a CIV (SUDANO et al., 2016;
OLIVEIRA et al., 2021). Sudano et al. (2016) verificaram um aumento do transcrito
ACSL3 (ativa acidos graxos de cadeia longa para a sintese de lipidios celulares) e nas
goticulas de lipidios citoplasmaticos durante o estagio de moérula, seguido por uma
diminuicdo no estagio de blastocisto. Segundo Absélon-Medina et al. (2014) a
suplementacdo com CLA durante a CIV aumentou o teor lipidico dos embrides e
Sudano et al. (2012) relata que esse acumulo pode determinar uma melhoria na
qualidade do embrido, sugerindo que a incorporacdo de lipidios neutros no embrido
estabelece um perfil lipidico superior no mesmo inclusive melhorando a criotoleréncia

do mesmo.

Recentemente um estudo do grupo (LOURENCO, 2022), foi realizada
suplementacao com &cido linoleico conjugado [CLA; cis-9, trans-11 (c9, t11) e trans-
10, cis-12 (110, c12] em meio de cultivo de células trofoblasticas bovinas (CT-1).
Verificou-se que células trofoblasticas tratadas com CLA (10, 20, 50 e 100 pM) tiveram
uma reducao na sintese de PGF2a com 24, 48 e 72 horas de cultivo comparado ao
controle (0 uM). Também, observou-se que a relagdo PGE2/PGF2a foi maior em todos
0s grupos tratados com CLA com 48 e 72 horas de cultivo comparado ao controle;
tendo havido modificac6es na abundancia de transcritos envolvidos na biossintese de

PGF2a e PGE2. Em complemento a este estudo, torna-se de nosso interesse, verificar
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o efeito do CLA na qualidade dos embribes produzidos in vitro e seus efeitos na
sintese de PGE2 e PGF2a, assim como na relacdo PGE2/ PGF2a. Embora varios
estudos tenham investigado o uso de CLA em modelos in vivo e in vitro, 0 mecanismo

de acdo dos CLAs é pouco conhecido.

3 HIPOTESE

A hipétese é que a suplementacdo com CLA durante a maturacdo in vitro de
oocitos (MIV) e cultivo in vitro de embrides (CIV) ou somente durante a CIV estimula
nos oo6citos durante a MIV e nos embriées durante a CIV a menor sintese de PGF2q,
maior sintese de PGE2, maior raz8o PGE2/PGF2a e maior taxa de blastocistos

produzidos no D7 e D9, sendo tal efeito dose dependente.

4 OBJETIVOS

Objetivou-se determinar os efeitos de diferentes concentracdes de CLA (0, 50,
100 e 150 uM) na maturacéo in vitro de odcitos (MIV) e cultivo in vitro de embrides
(CIV), onde a mesma concentracao foi utilizada durante a MIV e CIV (Experimento
1) ou somente durante a CIV (Experimento 2) nas concentracdes de PGF2a, PGE2 e
a razdo PGE2/PGF2a no meio de cultivo ao término da MIV (24 horas apos o cultivo
de odcitos) e da CIV (9 dias ap6s o cultivo dos embrides), assim como a taxa de

producao de blastocisto no D7 e D?9.

5 MATERIAL E METODO

5.1 Local do Experimento

O estudo foi realizado no Laboratério de Fisiologia do Endométrio e Embrido
(LIFE), sediado no Departamento de Produg&o Animal (DPA), da Faculdade de Ciéncia
e Tecnologia Animal (FCAT), da Universidade Estadual Paulista (UNESP), em
Dracena, Sao Paulo, Brasil. As andlises por ELISA foram realizadas no Laboratério de
Fisiologia e Endocrinologia Molecular (LFEM), na Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia (FMVZ), no Centro de Biotecnologia em Reproducdo Animal (CBRA), em
Pirassununga, S&o Paulo, Brasil. Todas as préaticas envolvendo os animais foram

realizadas de acordo com os Principios Eticos da Experimentacéo Animal, aprovadas
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pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CEUA) da Faculdade de Ciéncias
Agrérias e Tecnologicas da UNESP de Dracena (Protocolo n° 19/2022), estado de S&o

Paulo, Brasil.

5.2 Recuperacédo dos Complexos Cumulus-Odcito e Selegéo

Ovérios de fémeas Bos taurus indicus foram obtidos em abatedouros e
imediatamente ap0s o abate, foram transportados ao laboratorio imersos em solucéo
salina (0,9% NaCl) a 36°C em caixa térmica, de forma que a temperatura fosse mantida
durante todo o transporte. No laboratério, foliculos com o didametro de 2 a 10 mm foram
aspirados com o uso de uma seringa de 10 mL acoplada a uma agulha de 18-G. O
fluido folicular obtido da aspiracdo dos foliculos foi depositado em um tubo coénico
estéril de 15 mL que foi mantido a 37,5°C até que a decantacdo dos odcitos fosse
formada no fundo do tubo. O sobrenadante foi removido e o sedimento foi transferido
para placas de poliestireno 100 x 20 mm de diametro (Corning Incorporated, NY, USA),
contendo DPBS suplementado com 1% de soro fetal bovino (SFB). Utilizando um
estereomicroscépico (Nikon SMZ800, Tokyo, Japao), os complexos cumulus-o4cito
(COCs) foram avaliados e categorizados em graus |, Il ou lll; de acordo com as
caracteristicas morfologicas [25]. Foram utilizados somente COCs com citoplasma

homogéneo e circundado por multiplas camadas de células do cumulus (graus | e II).

5.3 Delineamento Experimental

Antes do estudo proposto, foram conduzidos dois experimentos pilotos. No
Experimento Piloto A, objetivou-se avaliar os efeitos do soro fetal bovino (SFB) na MIV
e CIV, este adicionado rotineiramente no cultivo de oocitos e embrides, na sintese de
PGF2a. e PGE2 pelos o6citos e embrides. O SFB é um produto biolégico muito
heterogéneo em sua composicao em fungdo da empresa de producéo, codigo e partida.
Deve-se considerar que, sem o uso do SFB na MIV e CIV, a producéo de blastocistos
no D7 e D9 apresenta baixo sucesso na producdo de blastocistos. Considerando que
ao término do experimento objetiva-se congelar o6citos e embribes, para a analise
posterior por PCR, precisariamos trabalhar com uma concentragdo minima de SFB que
nos possibilitasse a producdo de estruturas em namero suficiente para a analise por
PCR. Assim, Experimento Piloto A objetivou determinar a menor concentracdo de SFB

que possibilitasse ao término do estudo a produgdo de blastocistos em numero
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suficiente para tal andlise porém a concentragfa determinada deveria ser segura para
nao interferir na sintese de PGF2a e PGE2 pelos odcitos e embrides, objetos de nosso

estudo.

No Experimento Piloto B, objetivou-se avaliar os efeitos do DMSO (utilizado
como diluente do CLA) na MIV e CIV, na sintese de de PGF2a e PGE2 pelos o6citos
e embrides. Foi utilizada uma concentracédo de 0,15% de DMSO nos meios de cultivo
da MIV e CIV, onde objetivou-se avaliar se tal concentracdo seria segura para nao
interferir na sintese de PGF2a e PGE2 pelos odécitos e embrides, objetos de nosso

estudo.

5.3.1 Experimento Piloto A

Conforme ilustrado na Figura 4, odcitos previamente selecionados foram
divididos equitativamente para compor um dos dois grupos: Meio com 10% de SFB
na MIV e 2,5% de SFB na CIV (Grupo SFB MIV e CIV; n = 136) ou Meio sem SFB na
MIV e 2,5% de SFB na CIV (Grupo SFB CIV; n = 135). Os odcitos foram cultivados
em placas de 4 pocos (Nunc IVF Multidish, Ref. 179830) contendo 500 puL do meio
adicionado de SFB (Grupo SFB MIV e CIV) ou ndo (Grupo SFB CIV). Utilizou-se um
poco por tratamento, contendo um numero semelhante de odcitos (11 a 22 odcitos)
por tratamento, em cada repeticdo. Foram realizadas um total de 8 repeti¢cdes, assim
0 numero de odcitos apresentados por grupo refere-se ao total, considerando todas
as repeticdes. Durante a MIV os odcitos foram cultivados nos diferentes meios de
tratamento durante 24 horas. Ao término da MIV os odcitos foram removidos do meio
de cultivo para prosseguirem com a FIV, e imediatamente, todo o meio de cultivo
contido em cada poco (aproximadamente 500 uL) foi removido, acondicionado em
criotubos e armazenado a -20°C para posterior analise por ELISA. Apos a FIV, em
continuidade aos tratamentos, 0s provaveis zigotos de ambos 0s grupos receberam
meio CIV suplementado com 2,5% de SFB. Os embrides foram cultivados em placas
de 4 pocos (Nunc IVF Multidish, Ref. 179830) contendo 500 uL do meio
correspondende a cada tratamento realizado durante a CIV, onde permaneceram ao
longo de 9 dias. Ao término do cultivo no D9, os embrides foram removidos do meio
CIV e todo o meio de cultivo de cada poco (aproximadamente 500 pL) foi removido do

poco, acondicionado em criotubos e armazenado a -20°C para posterior analise por
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ELISA. Foi determinada a taxa de blastocisto (nUmero de blastocisto / nUmero de
odcitos cultivados x 100) no D7 e D9 (DO= dia a fertilizacdo).

Figura 4 - Delineamento do Experimento Piloto A. Odcitos foram selecionados para compor
um dos dois grupos de tratamento: Meio MIV com 10% de SFB + Meio CIV com 2,5% de SFB
(Grupo SFB MIV e CIV; n=136); ou Meio MIV sem SFB + Meio CIV com 2,5% de SFB (Grupo
SFB CIV; n = 135). O cultivo de odcitos e embrides foram realizados em placas de 4 pocgos
(Nunc) contendo 500 uL do meio correspondende a cada tratamento. Ao término da MIV (24
horas ap6s) e da CIV (9 dias apds) o meio foi recuperado e armazenado em criotubos para
posterior andlise por ELISA. No D7 e D9 (DO= dia a fertilizag&o) foi determinada a taxa de
blastocisto (numero de blastocisto / nUmero de od6citos cultivados x 100). Foram utilizados de
11 a 22 odcitos em cada tratamento para cada repeticdo, e no total foram realizadas 8
repeticbes, assim o ndmero experimental de odcitos apresentado por grupo refere-se ao

namero total de oocitos considerando todas as repeti¢cdes

Meio MIV com 10% de SFB » » Meio CIV com 2,5% de SFB
Grupo SFB MIV e CIV (n = 136) Grupo SFB MIV e CIV

Meio MIV sem SFB Meio CIV com 2,5% de SFB
Ql Grupo SFB CIV (n = 135) | = = | Grupo SFB CIV I O

MIV - 24 horas FIV - 20 horas ClV - 9 dias

D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9
g £ * Fl
1;‘;\/? 3
e . Taxa de blastocisto

Coleea de meio

Fonte: Elaborada pela autora.

5.3.2 Experimento Piloto B

Conforme ilustrado na Figura 5, o6citos previamente selecionados foram
divididos equitativamente para compor dois grupos: Meio MIV sem DMSO e sem SFB
(Grupo sem DMSO; n = 135) ou Meio MIV com 0,15% de DMSO e sem SFB (Grupo
com DMSO; n = 135). Os od6citos foram cultivados em placas de 4 pogos (Nunc IVF
Multidish, Ref. 179830) contendo 500 uL do meio adicionado (Grupo com ou sem
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DMSO). Utilizou-se um pogo por tratamento, contendo um numero semelhante de
oocitos (11 a 22 odcitos) por tratamento em cada repeticdo. Foram realizadas 8
repeticbes, assim o namero de odcitos apresentados por grupo refere-se ao total,
considerando todas as repeticdes. Durante a MIV os odcitos foram cultivados nos
diferentes meios de tratamento durante 24 horas. Ao término da MIV os odcitos foram
removidos do meio de cultivo para prosseguirem com a FIV, e imediatamente, todo o
meio de cultivo de cada poc¢o (aproximadamente 500 uL) foi removido do poco,
acondicionado em criotubos e armazenado a -20°C para posterior analise por ELISA.
Apos a FIV, em continuidade aos tratamentos, 0os provaveis zigotos de ambos o0s
grupos receberam meio CIV suplementado com 2,5% de SFB adicionado de 0,15%
de DMSO (Grupo com DMSO) ou meio CIV suplementado com 2,5% de SFB sem a
adicdo de DMSO (Grupo sem DMSO).

Os embrides foram cultivados em placas de 4 pocos (Nunc IVF Multidish, Ref.
179830) contendo 500 puL do meio correspondende a cada tratamento realizado
durante a CIV, onde permaneceram ao longo de 9 dias. Ao término do cultivo no D9,
os embrides foram removidos do meio CIV e todo o meio de cultivo de cada poco
(aproximadamente 500 uL) foi removido, acondicionado em criotubos e armazenado
a -20°C para posterior analise por ELISA. Foi determinada a taxa de blastocisto
(nimero de blastocisto / nimero de oécitos cultivados x 100) no D7 e D9 (DO= dia a

fertilizacdo).
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Figura 5 - Delineamento do Experimento Piloto B. Odcitos foram selecionados para compor
um dos dois grupos de tratamento: Meio MIV sem DMSO e sem SFB + Meio CIV sem DMSO
e com 2,5% de SFB (Grupo sem DMSO; n = 135); ou Meio MIV com 0,15% DMSO sem SFB
+ Meio CIV com 0,15% DMSO e 2,5% de SFB (Grupo com DMSO; n = 135). O cultivo de
oocitos e embrides foram realizados em placas de 4 pogos (Nunc) contendo 500 pL do meio
correspondende a cada tratamento. Ao término da MIV (24 horas apés) e da CIV (9 dias ap6s)
0 meio foi recuperado e armazenado em criotubos para posterior analise por ELISA. No D7 e
D9 (DO= dia a fertilizacdo) foi determinada a taxa de blastocisto (nUmero de blastocisto /
namero de odcitos cultivados x 100). Foram utilizados de 11 a 22 o4citos em cada tratamento
para cada repeticdo, e no total foram realizadas 8 repeti¢cdes, assim o numero experimental
de od6citos apresentado por grupo refere-se ao nimero total de oécitos considerando todas as

repeticoes
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Fonte: Elaborada pela autora.

5.3.3 Experimento 1: Efeito de Diferentes Concentracdes de CLA na MIV e CIV

Diante dos resultados obtidos no Experimentos Pilotos A, preconizou-se que
nos tratamentos com CLA, o meio MIV nao seria suplementado com SFB e o meio
CIV seria suplementado com 2,5% de SFB em todos os grupos. Diante dos resultados
obtidos no Experimentos Pilotos B, preconizou-se que nos tratamentos com CLA, 0
meio MIV e CIV seria suplementado com CLA nas diferentes concentragbes sempre
diluido de forma que no meio final de cultivo fosse obtida a concentragéo de 0,15% de
DMSO em todos os grupos de tratamento.

Conforme ilustrado na Figura 6, para a MIV odcitos previamente selecionados
foram divididos equitativamente para compor um dos quatro grupos de tratamento:
Meio MIV e CIV sem CLA com 0,15% de DMSO (Grupo CLA 0 uM; n = 136); Meio MIV e CIV
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contendo 50 uM de CLA (Grupo CLA 50 pM; n = 135); Meio MIV e CIV contendo 100 uM de
CLA (Grupo CLA 100 uM; n = 135) e Meio MIV e CIV contendo 150 uM de CLA (Grupo CLA
150 uM; n = 135).

A concentracdo de DMSO em todos os meios acrescidos de CLA foi de 0,15%. Os
oocitos foram cultivados em placas de 4 pocos (Nunc IVF Multidish, Ref. 179830)
contendo 500 uL do meio sem SFB (Grupo SFB CIV) e com 0,15% de DMSO contendo
CLA (50, 100 ou 150 uM) ou néao (0 uM) em todos os grupos de tratamento. Utilizou-
se um pocgo por tratamento, contendo um numero semelhante de odcitos (11 a 22
odcitos) por tratamento em cada repeticdo. Foram realizadas 8 repeti¢es, assim o
namero de odcitos apresentados por grupo refere-se ao total, considerando todas as
repeticbes. Durante a MIV os odcitos foram cultivados nos diferentes meios de
tratamento durante 24 horas. Ao término da MIV os od6citos foram removidos do meio
de cultivo para prosseguirem com a FIV, e imediatamente, todo o meio de cultivo de
cada poco (aproximadamente 500 pL) foi foi removido do poco, acondicionado em
criotubos e armazenado a -20°C para posterior anélise por ELISA.

Apos a FIV, em continuidade aos tratamentos, 0os provaveis zigotos de ambos
0s grupos receberam meio CIV suplementado com 2,5% de SFB adicionado de 0,15%
de DMSO contendo CLA (50, 100 ou 150 uM) ou néo (0 uM) em todos os grupos de
tratamento. Os embrides foram cultivados em placas de 4 pogos (Nunc IVF Multidish,
Ref. 179830) contendo 500 uL do meio correspondende a cada tratamento realizado
durante a CIV, onde permaneceram ao longo de 9 dias. Ao término do cultivo no D9,
os embrides foram removidos do meio CIV e todo o meio de cultivo de cada poco
(aproximadamente 500 ulL), foi removido, acondicionado em criotubos e armazenado
a -20°C para posterior andlise por ELISA. Foi determinada a taxa de blastocisto
(numero de blastocisto / numero de odcitos cultivados x 100) no D7 e D9 (D0O= dia a

fertilizacdo).
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Figura 6 - Delineamento do Experimento 1. Odcitos foram selecionados para compor quatro
grupos de tratamento: Meio MIV sem CLA com 0,15% de DMSO + Meio CIV sem CLA com
0,15% de DMSO (Grupo CLA 0 pM; n = 136); Meio MIV contendo 50 uM de CLA + Meio CIV
contendo 50 uM de CLA (Grupo CLA 50 pM; n = 135); Meio MIV contendo 100 uM de CLA +
Meio CIV contendo 100 uM de CLA (Grupo CLA 100 uM; n = 135) e Meio MIV contendo 150
uM de CLA + Meio CIV contendo 150 uM de CLA (Grupo CLA 150 uM; n = 135). O cultivo
de odcitos e embrides foram realizados em placas de 4 pogos (Nunc) contendo 500 pL do
meio correspondende a cada tratamento. Ao término da MIV (24 horas apés) e da CIV (9 dias
apo6s) o meio foi recuperado e armazenado em criotubos para posterior anélise por ELISA. No
D7 e D9 (DO= dia a fertilizacéo) foi determinada a taxa de blastocisto (nUmero de blastocisto
/ nimero de odcitos cultivados x 100). Foram utilizados de 11 a 22 o6citos em cada tratamento
para cada repeticdo, e no total foram realizadas 8 repeti¢cdes, assim 0 numero experimental

de od6citos apresentado por grupo refere-se ao nimero total de oécitos considerando todas as

repeticoes
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Fonte: Elaborada pela autora.

5.3.4 Experimento 2: Efeito de Diferentes Concentra¢cdes de CLA na CIV

No Experimento 2, preconizou-se que para todos os grupos de tratamento o
meio MIV n&o seria suplementado com SFB e DMSO e o meio CIV seria suplementado
com 2,5% de SFB em todos os grupos e conteria 0,15% de DMSO com as diferentes

concentracdes de CLA.
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Conforme ilustrado na Figura 7, para a MIV odcitos previamente selecionados
foram divididos equitativamente para compor um dos quatro grupos de tratamento e
em todos 0s grupos utilizou-se meio MIV sem SFB e sem DMSO. Os odcitos foram
cultivados em placas de 4 pocos (Nunc IVF Multidish, Ref. 179830) contendo 500 uL
do meio sem SFB e sem DMSO. Utilizou-se um poco por tratamento, contendo um
namero semelhante de odcitos (12 a 28 odcitos) por tratamento em cada repeticao.
Foram realizadas 8 repeti¢cdes, assim o nimero de odcitos apresentados por grupo
refere-se ao total, considerando todas as repetigoes.

Durante a MIV os odcitos foram cultivados nos diferentes meios de tratamento
durante 24 horas. Ao término da MIV os odcitos foram removidos do meio de cultivo
para prosseguirem com a FIV, e imediatamente, todo o meio de cultivo de cada pogo
(aproximadamente 500 uL) foi removido do poco, acondicionado em criotubos e
armazenado a -20°C para posterior analise por ELISA. Apés a FIV, em continuidade
aos tratamentos, os provaveis zigotos de ambos 0s grupos receberam meio CIV
suplementado com 2,5% de SFB adicionado de 0,15% de DMSO contendo nenhum
CLA (Grupo CLA 0 pM; n=131), 50 uM de CLA (Grupo CLA 50 uM; n=131), 100 uM
de CLA (Grupo CLA 100 pM; n=132) ou 150 uM de CLA (Grupo CLA 150 uM; n=130).
Os embrides foram cultivados em placas de 4 poc¢os (Nunc IVF Multidish, Ref. 179830)
contendo 500 uL do meio correspondende a cada tratamento realizado durante a CIV,
onde permaneceram ao longo de 9 dias. Ao término do cultivo no D9, os embrides
foram removidos do meio CIV e todo o meio de cultivo de cada poco
(aproximadamente 500 plL) foi acondicionado em criotubos e armazenado a -20°C
para posterior analise por ELISA. Foi determinada a taxa de blastocisto (nUumero de

blastocisto / nimero de odécitos cultivados x 100) no D7 e D9 (DO= dia a fertilizac&o).
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Figura 7 - Delineamento do Experimento 2. Odcitos foram selecionados para compor quatro
grupos de tratamento: Meio MIV sem CLA e sem DMSO + Meio CIV sem CLA com 0,15% de
DMSO (Grupo CLA 0 pM; n = 131); Meio MIV sem CLA e sem DMSO + Meio CIV contendo
50 uM de CLA (Grupo CLA 50 pM; n = 131); Meio MIV sem CLA e sem DMSO + Meio CIV
contendo 100 uM de CLA (Grupo CLA 100 puM; n = 132) e Meio MIV sem CLA e sem DMSO
+ Meio CIV contendo 150 uM de CLA (Grupo CLA 150 uM; n = 130). O cultivo de odcitos e
embrides foram realizados em placas de 4 pogos (Nunc) contendo 500 uL do meio
correspondende a cada tratamento. Ao término da MIV (24 horas apds) e da CIV (9 dias apos)
o meio foi recuperado e armazenado em criotubos para posterior anélise por ELISA. No D7 e
D9 (DO= dia a fertilizacao) foi determinada a taxa de blastocisto (nimero de blastocisto /
namero de odécitos cultivados x 100). Foram utilizados de 12 a 28 odcitos em cada tratamento
para cada repeticdo, e no total foram realizadas 8 repetigcbes, assim 0 n experimental

apresentado por grupo refere-se ao numero total de odcitos considerando todas as repeticoes

Molo MIV som DMSO o som SFB = Meio CIV com 0,15% DMSO sem CLA O
(n=131) ' Grupo CLA O uM
Meio MIV sem DMSO e sem SFB ; o Meio CIV ccontendo 50 uM de CLA O
(n=131) Grupo CLA 50 uM
Meio MIV sem DMSO e sem SFB ‘ Meio CIV contendo 100 uM de CLA O
(n=132) Grupo CLA 100 uM
Meio CIV contendo 150 uM de CLA O
Meio MIV sem DMSO e sem SFB ‘ »
Grupo CLA 150 uM
(n = 130)
i 5
MIV - 24 horas FIV - 20 horas CIV - 9 dias
_ D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9

J 0O
[ < Taxa de blastocisto

Fonte: Elaborada pela autora.

5.4 Maturacdao In Vitro dos Oécitos (MIV)

Os COCs selecionados foram lavados trés vezes em gotas de 50uL de meio de
lavagem H-199, constituido por TCM-199 (Gibco BRL) suplementado com 0,2 mM de
Piruvato, 20 mM de HEPES, 5 mM de Bicarbonato de s6dio (NaHCOs) e 75 ug de
Gentamicina/ml. Posteriormente foram lavados uma vez em meio de maturacéo B-199,
constituido de TCM-199, suplementado com 0,2 mM de Piruvato, 25 mM de

Bicarbonato de Sodio, 75 pg de Gentamicina/ml, 0,5 pg de FSH/ml (Pluset®, Hertape
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Calier, Juatuba, MG, Brasil), 100 Ul de hCG/ml (Vetecor®, Hertape Calier, Juatuba,
MG, Brasil) acrescido de 10% de SFB (Gibco BRL) acrescido ou nédo de 10% de SFB
de acordo com o grupo de tratamento. Posteriormente, os COCs foram alocados
aletatoriamente em placas de 4 pocos (Nunc IVF Multidish, Ref. 179830) contendo 500
uL de meio de maturacdo. A MIV foi realizada em incubadora a 38,5°C em atmosfera
umidificada a 5% de COg, durante 24 horas. Todos os meios utilizados na MIV foram

produzidos pelo Laboratério Botupharma Animal Biotechnology (Botucatu- SP, Brasil).

5.5 Fertilizacao In Vitro (FIV)

Foi utilizado o sémen criopreservado de um unico touro Nelore e Unica partida
(Rai da MN, CRV Lagoa, Partida 06012110El), sendo sua fertilidade in vitro
previamente comprovada. A palheta de sémen foi descongelada a 36°C por 30
segundos em um descongelador automatico de semen (WTA, modelo INPI/D1710561-
9, Cravinhos, Sao Paulo, Brasil) e em seguida foi avaliada a qualidade espermatica. Ao
sémen foi adicionado o gradiente composto por meio Select Sperm acrescido de CAP.
Em seguida esta mistura foi centrifugada a 5000 x g, durante 5 minutos em temperatura
ambiente. ApGs a centrifugacdo, o sedimento contendo o0s espermatozoides foi
avaliado quanto a motilidade e concentracdo espermatica em camara de Neubauer.
Apés a MIV, os COCs foram lavados trés vezes em gotas de 50uL de meio FIV

comercial.

Posteriormente, os COCs foram colocados no meio FIV em gotas de 100 pL de
meio de fertilizacdo dispostas em placas de petri de 35 mm cobertas com 6leo
siliconado para receberem o sémen diluido. O semen foi diluido na concentracéo final
fosse ajustada para 2 x 10® espermatozéides/mL. Os odécitos foram submetidos a FIV
durante 20 horas em incubadora a 38,5°C em atmosfera umidificada a 5% de COs-.
Todos os meios utilizados na FIV foram produzidos pelo Laboratério Botupharma

Animal Biotechnology (Botucatu- SP, Brasil).

5.6 Cultivo In Vitro dos Embrides (CIV)

Apbs a FIV, os provaveis zigotos foram colocados em 30 uL do meio de lavagem,

e submetidos a 30 a 40 segundos em vortex (Phoenix Luferco AP56, Araraquara, S&o
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Paulo, Brazil) para que fossem removidas as células do cumulus. Posteriormente, 0s
provaveis zigotos foram lavados em 300 uL de meio de lavagem e posteriormente
lavados trés vezes sucessivamente em gotas de 50 uL de meio de cultivo. Apés este
processo, as estruturas foram alocadas nas placas de 4 pocos (Nunc IVF Multidish,
Ref. 179830) contendo 500uL de meio de cultivo CIV acrescido de 2,5% de SFB (Gibco

BRL) em todos os tratametos dos experimentos 1 e 2.

Os provaveis zigotos com o0s respectivos tratamentos foram mantidos em
incubadora a 38,5°C em atmosfera umidificada a 5% de CO2 durante 9 dias. No final
do periodo de cultivo (D7 e D9) foi avaliada a taxa de producédo de embrides (niumero
de blastocisto / numero de odcitos cultivados x 100) quando os blastocistos foram
classificados morfologicamente em blastocisto inicial, blastocisto, blastocisto
expandido (BX) e blastocisto eclodido [26]. Todos os meios utilizados na FIV foram
produzidos pelo Laboratorio Botupharma Animal Biotechnology (Botucatu- SP, Brasil).
Todos os meios utilizados na FIV foram produzidos pelo Laboratério Botupharma
Animal Biotechnology (Botucatu- SP, Brasil). Ao término do cultivo no D9, o meio foi

coletado e armazenado a -20°C para posterior analise por ELISA.

5.7 Quantificacdo de PGF2a e PGE2 por Ensaio Imunoenzimatico

Apos 24 horas da MIV (término da MIV) e no D9 da CIV (término da CIV), os
meios de cultura de cada tratamento foram coletados e centrifugados a 12.000 x g
durante 2 minutos para a remocao dos detritos celulares e armazenados a -20°C até a
realizacdo dos ensaios. As concentracdes de PGF2a e PGE2 no meio de cultura foram
quantificadas usando kits de ELISA disponiveis comercialmente (Kit Prostaglandin F2a.
ELISA, n° 516011 e Kit Prostaglandin E2 ELISA - Monoclonal, n® 514010; ambos da
Cayman Chemical). As andlises foram realizadas de acordo com as informagfes do

fabricante.

5.8 Andlise Estatistica

Todas as andlises estatisticas foram realizadas usando o PROC MIXED do
SAS (versdo 9.2, SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA) considerando o0 po¢o como

unidade experimental. A suposi¢cdo de normalidade dos residuos e homogeneidade
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das variancias foram verificadas para cada modelo por meio do teste de Shapiro-Wilk.
Quando tais premissas ndo foram atendidas, transformac¢fes logaritmicas foram
aplicadas nos dados brutos. Para as respostas de PGF2o e PGE2, foi utilizada a
andlise de variancia (ANOVA) considerando o efeito principal do grupo de tratamento
e o efeito aleatorio das replicas de cultura. Os resultados serdo apresentados com
meédias + erro padrdo da média (EPM) ndo transformados. Em todas as analises
considerou-se um nivel de significancia de 5%, onde diferencas com probabilidades
(P < 0,05) foram consideradas significativas.

6 RESULTADOS
6.1 Experimento Piloto A

Concentracdo de PGF2a e PGE2 no meio de cultivo de odcitos durante a
MIV. Quanto as concentragbes de PGF2a e PGE2 observadas no meio de cultivo de
odcitos apds 24 horas de cultivo, conforme ilustrado na Figura 8, o Grupo SFB MIV e
CIV comparado ao Grupo SFB CIlV, verificou-se maiores concentracdes de PGF2a
(0,0461 + 0,0026 vs. 0,0153 + 0,0026 ng/mL respectivamente; P = 0,0004) e PGE2
(0,0177 + 0,0013 vs. 0,0098 + 0,0013 ng/mL; P = 0,0092). Quando foi comparada a
razdo PGE2/PGF2a, esta foi menor no Grupo SFB MIV e CIV comparada ao Grupo
SFB CIV (0,3852 + 0,0703 vs. 0,6899 + 0,0703 ng/mL respectivamente; P = 0,0281).
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Figura 8 - Experimento Piloto A - Concentracdo de PGF2a e PGE2 no meio de cultivo de
odcitos durante a MIV. Média + erro padréo das concentracbes de PGF2a, PGE2 e a razéo
PGE2/PGF2a em ng/mL; mensurada por ELISA, em meio de cultivo de oécitos bovinos
cultivados por 24 horas em meio MIV sem SFB (SFB CIV; n=135) ou em meio MIV
suplementado com 10% e SFB (Grupo SFB MIV e CIV; n=136)
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0.064
E
s
2 a
$ ¥ 0.04-
S 2
-
< 3
33
3 £ 0.02- b
£
g
g
]
0.00 T T
SFB CIV SFB MLV e CIV
Replicata P = 0.5313
Tratamento P = 0.0092
0.020+ a
§
3 0.0154
s £
58
A ——
£ 5 0.0104
o=
=8 0.005-
g
S
0.000 T T
SFB CIV SFB MIV e CIV
0.8+ Replicata P = 0.2486
* a Tratamento P = 0,0281
£ 3 0.64
3
5 b
s .2
5 0.4 |
3
e
S~
S 2 0.2+
)
=
=
0.0 T T

SFB CIV

SFB M1V e CIV

Fonte: Elaborada pela autora.
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Concentracdo de PGF2a e PGE2 no meio de cultivo de embrides durante a
CIV. Quanto as concentracdes de PGF2a e PGE2 observadas no meio de cultivo de
embrides apos 9 dias de cultivo, conforme ilustrado na Figura 9, quando o Grupo SFB
CIV foi comparado ao Grupo SFB MIV e CIV, ndo houve diferengca para as
concentracbes de PGF2a (0,2061 + 0,0192 vs. 0,2286 + 0,0192 ng/mL
respectivamente; P = 0,4447). As concentracdes de PGE2 foram maiores no Grupo
SFB MIV e CIV comparado ao Grupo SFB CIV (0,8593 + 0,0978 vs. 0,4893 + 0,0978
ng/mL respectivamente; P = 0,0441). Nao houve diferenca para a razédo PGE2/PGF2a
entre o Grupo SFB CIV e o Grupo SFB MIV e CIV (1,9790 + 0,3874 vs. 3,2297 + 0O,
3873 ng/mL respectivamente; P = 0,0713), embora para a razdo tenha sido observada

uma tendéncia de ter sido maior no Grupo SFB MIV e CIV.
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Figura 9 - Experimento Piloto A - Concentracdo de PGF2a e PGE2 no meio de cultivo de
embrides durante a CIV. Média + erro padrdo das concentracdes de PGF2a, PGE2 e arazéo
PGE2/PGF2a em ng/mL; mensurada por ELISA em embrides com 9 dias de cultivo,
produzidos com e Meio MIV com 10% de SFB + Meio CIV com 2,5% de SFB (Grupo SFB
MIV e CIV) ou Meio MIV sem SFB + Meio CIV com 2,5% de SFB (Grupo SFB CIV)
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Tratamento P = 0.4447
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Producéo de blastocisto no D7. Conforme representado na Figura 10, a taxa
de blastocisto no D7 foi maior no Grupo SFB MIV e CIV comparado ao Grupo SFB
CIV (24,4267 + 2,2659% vs. 16,2778 + 2,2659% respectivamente; P = 0,0346).

Figura 10 - Experimento Piloto A - Experimento Piloto A - Producdo de blastocisto no D7.
Média + erro padrdo da taxa de blastocisto sete dias ap6s a fertilizacdo (D7) com e Meio MIV
com 10% de SFB + Meio CIV com 2,5% de SFB (Grupo SFB MIV e CIV) ou Meio MIV sem
SFB + Meio CIV com 2,5% de SFB (Grupo SFB CIV)

Replicata P =0.0119
Tratamento P = 0.0346
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Fonte: Elaborada pela autora.

6.2 Experimento Piloto B

Concentracdo de PGF2a e PGE2 no meio de cultivo de o6citos durante a
MIV. Quanto as concentragfes de PGF2a e PGE2 observadas no meio de cultivo de
odcitos apls 24 horas, conforme ilustrado na Figura 11, quando o Grupo sem DMSO
foi comparado ao Grupo com DMSO, nao foi observada diferengca para as
concentracbes de PGF2a (0,0153 + 0,0013 vs. 0,0154 + 0,0013 ng/mL
respectivamente; P = 0,9758), PGE2 (0,0098 + 0,0008 vs. 0,0091 + 0,0008 ng/mL

respectivamente; P = 0,6024) e razdo PGE2/PGF2 (0,6899 + 0,0268 vs. 0,6748 +
0,0268 ng/mL respectivamente; P = 0,7081).
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Figura 11 - Experimento Piloto B - Concentracdo de PGF2a e PGE2 no meio de cultivo de
odcitos durante a MIV. Média + erro padréo das concentracbes de PGF2a, PGE2 e a razéo
PGE2/PGF2a em ng/mL; mensurada por ELISA, em meio de cultivo de oécitos bovinos
cultivados por 24 horas em meio MIV sem DMSO (Grupo sem DMSO; n=135) ou com 0,15%
de DMSO (Grupo SFB com DMSO; n=135)
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Fonte: Elaborada pela autora.

Concentracao de PGF2a e PGE2 no meio de cultivo de embrides durante a
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CIV. Quanto as concentracdes de PGF2a e PGE2 observadas no meio de cultivo de
embrides apds 9 dias de cultivo, conforme ilustrado na Figura 12, quando o Grupo sem
DMSO foi comparado ao Grupo com DMSO, nao houve diferengca para as
concentracbes de PGF2a (0,2061 + 0,0221 vs. 0,1752 + 0,0221 ng/mL
respectivamente; P = 0,3692), PGE2 (0,4893 + 0,1560 vs. 0,6939 + 0,1560 ng/mL
respectivamente; P = 0,3963) e razdo PGE2/PGF2 (1,9790 + 0,8869 vs. 3,9313 +
0,8869 ng/mL respectivamente; P = 0,1803).
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Figura 12 - Experimento Piloto B - Concentracdo de PGF2a e PGE2 no meio de cultivo de
embrides durante a CIV. Média + erro padrdo das concentracdes de PGF2a, PGE2 e arazéo
PGE2/PGF2a. em ng/mL; mensurada por ELISA em embrides com 9 dias de cultivo,
produzidos em Meio MIV sem DMSO e sem SFB + Meio CIV sem DMSO e com 2,5% de SFB
(Grupo sem DMSO); ou Meio MIV com 0,15% DMSO sem SFB + Meio CIV com 0,15% DMSO
e 2,5% de SFB (Grupo com DMSO)
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Producéo de blastocisto no D7. Conforme representado na Figura 13, a
taxa de blastocisto no D7 nédo diferiu entre o Grupo sem DMSO e Grupo com DMSO
(16,2778 + 2,4997% vs. 16,2778 + 2,4997% respectivamente; P = 0,8449).

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

Replicata P = 0.0226
Tratamento P = 0.8449

Taxa de blastocisto no D7 (%)
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Fonte: Elaborada pela autora.

6.3 Experimento 1

Concentracdo de PGF2a e PGE2 no meio de cultivo de oécitos durante a
MIV. Conforme ilustrado na Figura 14, as concentracdes de PGF2a foram maiores (P
= 0,3856) nos grupos 50 uM (12,1667 + 1,1539 ng/mL), 100 uM (15,8333 + 1,1539
ng/mL), 150 uM (14,8333 + 1,1539 ng/mL) comparado ao Grupo O uM (7,1667 +
1,1539 ng/mL). Nao houve diferenca entre os grupos para a PGE2 (P = 0,3856). A
razdo PGE2/PGF2 foi menor (P = 0,0003) nos grupos 50 uM (0,4791 + 0,0298 ng/mL),
100 uM (0,4821 + 0,0298 ng/mL), 150 uM (0,4558 + 0,0298 ng/mL) comparado ao
Grupo 0 uM (0,6748 + 0,0298 ng/mL ng/mL).
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Figura 14 - Experimento 1 - Concentracdo de PGF2a e PGE2 no meio de cultivo de odcitos

durante a MIV. Média + erro padrdo das concentracdes de PGF2a, PGE2 e a razao

PGE2/PGF2a. em ng/mL; mensurada por ELISA no meio de odécitos cultivados por 24 horas
em meio MIV sem CLA com 0,15% de DMSO (Grupo CLA 0 uM; n = 136); Meio MIV contendo
50 uM de CLA (Grupo CLA 50 puM; n = 135); Meio MIV contendo 100 uM de CLA (Grupo
CLA 100 pM; n = 135) e Meio MIV contendo 150 uM de CLA (Grupo CLA 150 uM; n = 135)
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Concentracdo de PGF2a e PGE2 no meio de cultivo de embriées durante
a CIV. Quanto as concentracdes de PGF2a e PGE2 observadas no meio de cultivo
de embrides ap6s 9 dias de cultivo, conforme ilustrado na Figura 15, quando as
concentracdes de PGF2a foram menores (P < 0,0001) nos grupos 50 uM (0,0783 +
1,0152 ng/mL), 100 puM (0,03683 + 0,0152 ng/mL), 150 uM (0,03191 + 0,0152 ng/mL)
comparado ao grupo controle (0,1752 + 0,01524 ng/mL). A concentracdo de 150 uM
exerceu maior inibicdo na sintese de PGF2a quando comparada a dose de 50 uM. As
concentracbes de PGE2 foram menores (P = 0,0034) nos grupos 50 uM (0,2046 +
0,1084 ng/mL), 100 uM (0,0806 + 0,1084 ng/mL), 150 uM (0,0938 + 0,1084 ng/mL)
comparado ao grupo controle (0,6939 + 0,1084 ng/mL). A razdo PGE2/PGF2 nao
diferiu entre os grupos (P = 0,1902).
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Figura 15 - Experimento 1 - Concentracdo de PGF2a e PGE2 no meio de cultivo de embrides

durante a CIV. Média + erro padrdao das concentracBes de PGF2a, PGE2 e a razao
PGE2/PGF2a. em ng/mL; mensurada por ELISA no meio de embrides 9 dias apds a
fertilizacdo (D9; término da CIV) provenientes de meio MIV sem CLA com 0,15% de DMSO +
Meio CIV sem CLA com 0,15% de DMSO (Grupo CLA 0 uM); Meio MIV contendo 50 uM de
CLA + Meio CIV contendo 50 uM de CLA (Grupo CLA 50 pM); Meio MIV contendo 100 pM
de CLA + Meio CIV contendo 100 uM de CLA (Grupo CLA 100 pM) e Meio MIV contendo
150 uM de CLA + Meio CIV contendo 150 uM de CLA (Grupo CLA 150 uM)
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Producéo de blastocisto no D7. Conforme representado na Figura 16, a taxa
de blastocisto no D7 nao diferiu entre os grupos 0, 50, 100 e 150 uM de CLA (15,5633
+ 2,0366%; 13,5978 + 2,0366%; 9,7411 + 2,0366% e 11,9222 + 2,0366%
respectivamente; P = 0,2462).

Figura 16 - Experimento 1 - Produc¢éo de blastocisto no D7. Média + erro padrdo da taxa de
blastocisto 7 dias ap6és a fertilizacdo (D7) provenientes de meio MIV sem CLA com 0,15% de
DMSO + Meio CIV sem CLA com 0,15% de DMSO (Grupo CLA 0 uM); Meio MIV contendo
50 uM de CLA + Meio CIV contendo 50 uM de CLA (Grupo CLA 50 uM); Meio MIV contendo
100 uM de CLA + Meio CIV contendo 100 uM de CLA (Grupo CLA 100 uM) e Meio MIV
contendo 150 uM de CLA + Meio CIV contendo 150 uM de CLA (Grupo CLA 150 uM)
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Fonte: Elaborada pela autora.

6.4 Experimento 2

Concentracéo de PGF2a e PGE2 no meio de cultivo de oocitos durante
a MIV. Conforme representado na Figura 17, considerando que os odcitos ndo foram
tratados com CLA na MIV em todos os grupos, nédo houve diferenca para os grupos

para as concentragcfes de PGF2a (P = 0,3573), PGE2 (P = 0,7086) e razao
PGE2/PGF2 (P = 0,8594).
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Figura 17 - Experimento 2 - Concentracdo de PGF2a e PGE2 no meio de cultivo de oécitos
durante a MIV. Média + erro padrdo das concentracdes de PGF2a, PGE2 e a razdo
PGE2/PGF2a em ng/mL; mensurada por ELISA no meio de odécitos cultivados por 24 horas
sem CLA mas que posteriormente foram tratados na CIV com as referidas concentragdes (O,
50, 100 e 150 uM)
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Concentracdo de PGF2a e PGE2 no meio de cultivo de embrides durante
a CIV. Conforme representado na Figura 18, as concentracdes de PGF2a foram
menores (P < 0,0001) nos grupos 50 uM (0,0783 + 1,0152 ng/mL), 100 uM (0,03683
+0,0152 ng/mL), 150 uM (0,03191 + 0,0152 ng/mL) comparado ao grupo 0 uM (0,1752
+ 0,01524 ng/mL). A concentracdo de 150 uM exerceu maior inibicdo na sintese de
PGF2a quando comparada a dose de 50 uM. As concentracdes de PGE2 foram
menores (P = 0,0034) nos grupos 50 uM (0,2046 + 0,1084 ng/mL), 100 uM (0,0806 +
0,1084 ng/mL), 150 uM (0,0938 + 0,1084 ng/mL) comparado ao grupo O uM (0,6939
+ 0,1084 ng/mL). A razdo PGE2/PGF2 nao diferiu entre os grupos (P = 0,1902).
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Figura 18 - Experimento 2 - Concentracdo de PGF2a e PGE2 no meio de cultivo de embribes

durante a CIV. Média + erro padrdo das concentracbes de PGF2a, PGE2 e a razéo

PGE2/PGF2a em ng/mL; mensurada por ELISA no meio de embrides 9 dias apés a
fertilizacdo (D9; término da CIV) provenientes de Meio MIV sem CLA + Meio CIV sem CLA
(Grupo CLA 0 uM); Meio MIV sem CLA + Meio CIV contendo 50 uM de CLA (Grupo CLA 50
pM); Meio MIV sem CLA + Meio CIV contendo 100 uM de CLA (Grupo CLA 100 uM) e Meio

MIV sem CLA + Meio CIV contendo 150 uM de CLA (Grupo CLA 150 uM)
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Producéo de blastocisto no D7 e D9. Conforme representado na Figura 19,
entre 0s grupos nao houve diferenca para a taxa de blastocisto no D7 (P = 0,5847),
contudo no D9 houve maior taxa de blastocisto no grupo tratado com 50 uM de
coparado ao 150 uM (40,8978 + 7,003% vs. 8,6411 + 7,003%; P = 0,4081) embora

ambos nao tenham diferido do grupo O uM.

Figura 19 - Experimento 2 - Producao de blastocisto no D7 e D9. Média + erro padréo da taxa
de blastocisto no D7 e taxa de blastocisto eclodido no D9 (DO = dia da fertilizacdo)
provenientes de Meio MIV sem CLA + Meio CIV sem CLA (Grupo CLA 0 uM); Meio MIV sem
CLA + Meio CIV contendo 50 uM de CLA (Grupo CLA 50 uM); Meio MIV sem CLA + Meio
CIV contendo 100 uM de CLA (Grupo CLA 100 uM) e Meio MIV sem CLA + Meio CIV
contendo 150 uM de CLA (Grupo CLA 150 pM)
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7 DISCUSSAO

No Experimento Piloto A, observou-se que odcitos cultivados por 24 horas na
presenca de 10% SFB (Grupo SFB MIV e CIV) quando comparados ao grupo que
recebeu 2,5% de SFB apenas na CIV (Grupo SFB CIV) apresentaram maior secrecao
de PGF2a (P = 0,0004), maior secrecdo de PGE2 (P = 0,0092) e menor razéo
PGE2/PGF2a (P = 0,0281). Assim, verificou-se que odcitos cultivados com 10% de
SFB durante a MIV apresentam uma maior secrecado de PGF2a e PGE2 comparado
aos nao tratados. No Experimento Piloto A, observou-se que embriées do grupo Grupo
SFB MIV e CIV comparado ao Grupo SFB CIV, tiveram maior secrecdo de PGE2 (P =
0,0441), mas néo foi observada diferenga para a secre¢édo de PGF2a (P =0,4447) e a
razdo PGE2/PGF2a. (P = 0,0713), embora para a razao tenha sido observada uma
tendéncia de ter sido maior no Grupo SFB MIV e CIV. Considerando o efeito
evidenciado no Grupo SFB MIV e CIV, aumento da secre¢édo de PGF2a e PGE2, houve
a necessidade no modelo biolégico de estudo, de remover os 10% de SFB
rotineiramente empregado usualmente durante a MIV em produgdes comerciais de
embrides in vitro. A maior producéo de blastocistos no D7 observada no Grupo SFB
MIV e CIV ilustra a suplementacéo usual em producdes comerciais de embrides in vitro
com 10% de SFB na MIV e 2,5% na CIV, por favorecer a producéo de blastocistos no
D7. Rios-Esteves e Resh (2013) observaram que embrides privados de SFB
especialmente na MIV apresentaram um desenvolvimento celular mais lento além de
maior nivel de apoptose celular no D8. Mesmo tendo sido evidenciado efeito do SFB
utilizado em 2,5% durante a CIV na secre¢do de PGE2, a producéo de embrides na
auséncia total de SFB na CIV é bastante inviabilizada pelo baixo nimero de estruturas
gue se desenvolvem a blastocisto. Considerando que para as analises por RT-PCR
que foram realizadas para um artigo complementar a este, precisariamos ter um
namero suficiente de blastocistos ao final de cada repeticdo por grupo de tratamento,
para que tivéssemos um numero de estruturas que nos permitissem tal analise, nao foi
possivel excluir totalmente o SFB durante a CIV, assim optamos pela concentracdo de
2,5% de SFB na CIV em todos os grupos de tratamento. Embora tal concentracao tenha
mostrado aumentar a sintese de PGE2, considerando que o mesmo soro foi utilizado
na mesma concentracéo (2,5% na CIV) em todos os tratamentos, assume-se que tal

efeito seria semelhante em todos os tratamentos.
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No Experimento Piloto B, observou-se que quando odécitos e embrides foram
cultivados com DMSO comparados aos cultivados sem DMSO, a sintese de PGF2aq,
PGE2 e a razdo PGE2/PGF2a néo foi alterada. Tais observaces confirmam que o
DMSO, diluente utilizado para o CLA, ndo exerce acdes na secrecdo das
prostaglandinas PGF2a. e PGE2, confirmando-se com um diluente adequado ao CLA,

no modelo biolégico de estudo aqui utilizado.

No Experimento 1, odcitos cultivados com as diferentes doses de CLA (50, 100
e 150 uM) apresentaram 24 horas apés o cultivo uma maior secre¢do de PGF2a (P =
0,0004), menor razdo PGE2/ PGF2a (P = 0,0003) e ndo alterou a secrecédo de PGE2
(P = 0,3856). Quando os tratamentos com CLA foram aplicados na MIV e CIV, para
todas as concentracdes de CLA aqui testadas (50, 100 e 150 pM), comparado ao
controle (O yM), no meio de cultivo dos embrides no D9 observou-se uma menor
secrecdo de PGF2a (P < 0,0001) e PGE2 (P = 0,003), embora a razédo PGE2/ PGF2a.
nao tenha sido (P = 0,1902).

No Experimento 2, quando os odcitos de todos os grupos de tratamento foram
cultivados em meio sem SFB, 24 horas apés o cultivo ndo diferiram a secrecédo de
PGF20 (P = 0,3573), PGE2 (P = 0,7086) e razdo PGE2/ PGF2a (P = 0,8594). No
Experimento 2, quando o CLA foi utilizado apenas na CIV, o resultado foi semelhante,
para todas as concentracdes de CLA aqui testadas (50, 100 e 150 yM), comparado ao
controle (0O uM) observou-se uma menor secrecédo de PGF2a (P < 0,0005) e PGE2 (P
= 0,0046), embora a razdo PGE2/ PGF2a néo tenha sido (P = 0,9087).

De acordo com Moussavi et al. (2013), em meio de cultura de células epiteliais
endometriais bovinas expostas ao cultivo com concentra¢gdes > 50uM de CLA por 24
horas, as concentracbes de PGE2 e PGF2a diminuiram significativamente. No
presente estudo, os embrides tratados com CLA a partir da concentracdo de 50 uM
também apresentaram a secrecdo de PGE2 e PGF2a diminuidas significativamente.
Embora sejam aqui comparados dois modelos biolégicos diferentes, considerando que
ambos devem apresentar sinergismo no processo de RMF, tal observagao mostra a
similaridade de comportamento em ambos os tecidos. Em outro estudo (CHENG et al,
2003), células endometriais de ovelhas foram tratadas com CLA, quando foi observado
que o CLA diminuiu a sintese de PGF2a, entretanto quando o CLA foi utilizado em

concentracbes menores que 20 uyM a sintese de PGE2 foi aumentada. No presente
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estudo, a menor concentracdo utilizada foi 50 uyM, onde de forma semelhante ao

trabalho referenciado, observamos uma supressao na sintese de PGF2a.

Na producao in vitro de embrides bovinos relatou-se que a suplementacdo do
meio de cultivo com CLA (t10, c12 e c9, t11) ndo melhorou a producdo de embrides,
mas a inclusdo de 100 pM de c9, t11 antes da vitrificagdo melhorou a qualidade dos
mesmos apos o descongelamento (ABSALON-MEDINA et al., 2014). Em outro estudo
(STINSHOFF et al., 2014), observaram que a suplementacdo do meio de cultivo com
50 uM e 100 uM de c12, t10 ndo alterou a taxa de clivagem, mas reduziu a taxa de
desenvolvimento dos embrides em compara¢cdo com um grupo hao suplementado.
Observamos no presente estudo, que as concentracdes de 50 uM e 100 uM aqui
testadas quando utilizadas na MIV e CIV, nao alterou a produgéo de embrides no D7,
entretanto quando o CLA foi utilizado em concentragcdes maiores que 100 uM, na
concentracdo de 150 yM promoveu uma menor taxa de blastocisto eclodido no D9

guando comparado a concentracado de 50 uM.

Em um estudo muito interessante (MEIER et al., 2009), verificaram que quando
o tecido trofoblastico foi incubado com a adicdo de EPA, DHA ou AL em uma
concentracéo final de 10 uM idéntica para todos os acidos. ApGs a cultura por 5 horas
a 37°C nédo houve alteracdo na sintese de PGF2a e PGE2, no endométrio de fémeas
prenhes, e ndo prenhes no D16 e D17 e também em células trofoblasticas. No geral,
tais tratamentos ndo tiveram efeito na liberacdo de PGE2 nos tecidos trofoblasticos,
embora houvesse uma tendéncia dos acidos graxos 6mega 3 (EPA e DHA) reduzirem
a liberacdo de PGE2. Possivelmente, neste estudo aqui referenciado o AL ndo tenha
promovido uma reducdo na sintese de prostaglandinas em decorréncia do curto
periodo de tratamento que os tecidos foram expostos, um periodo de tratamento de

apenas 5 horas.

Recentemente um estudo do grupo (LOURENCO, 2022), foi realizada
suplementacdo com &acido linoleico conjugado [CLA; cis-9, trans-11 (c9, t11) e trans-
10, cis-12 (110, c12] em meio de cultivo de células trofoblasticas bovinas (CT-1). Foi
observado que células trofoblasticas tratadas com CLA (10, 20, 50 e 100 uM) tiveram
uma reducgdo na sintese de PGF2a com 24, 48 e 72 horas de cultivo comparado ao
controle (0 uM). Também, observou-se que a razdo PGE2/PGF2a foi maior em todos

0s grupos tratados com CLA com 48 e 72 horas de cultivo comparado ao controle;
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tendo havido modificagBes na abundancia de transcritos envolvidos na biossintese de
PGF2a e PGE2. No presente estudo realizado com embrides, o CLA apresentou acao
similiar nos embrides e nas células trofoblasticas tratadas, onde reduziu a sintese de
PGF2a. Nos embrides a razdo PGE2/PGF2a ndo foi aumentada, o que foi evidenciado

nas células trofoblasticas.

Sabendo que o acido linoléico € o acido graxo mais abundante no fluido folicular
bovino, Marei et al. (2010) investigaram o efeito da suplementagdo com AL na
maturacdo oocitaria bovina e no desenvolvimento inicial do embrido in vitro. O
tratamento de complexos cumulus-odcitos (COCs) com diferentes concentracdes de
AL (50, 100 e 200 uM) por 24 horas, inibiu significativamente a expansao das células
cumulus e retardou o desenvolvimento dos o0citos para o estagio de metafase Il (Mll)
de maneira dose-dependente. A suplementacéo do meio de maturacdo de odcitos com
AL em todas as concentracdes nao teve nenhum efeito significativo na producédo de
PGF2a pelos COCs, porém na dosagem de 100 uM de AL resultou em um aumento
significativo na concentragdo de PGE2 e na razdo PGE2/PGF2a. O tratamento de
COCs com 100 uM de AL também resultou em uma porcentagem significativamente
menor de embrides clivados e producao de blastocistos, enquanto que 50 uM de AL
nao tem conseguido um efeito estatisticamente significativo na taxa de clivagem, porém
menor taxa de blastocisto foi observada em comparacdo com o controle. Esses dados
fornecem evidéncias de efeitos adversos do AL no desenvolvimento do odécito, que
podem estar associados ao aumento do nivel dietético de AL no fluido folicular.

Suplementacéo de &cidos graxos na dieta de vacas Bos indicus e Bos Taurus, foi
realizada por Cooke (2019), o qual investigou os impactos da suplementacéo de sais
de Ca do 6leo de soja (CSSO), fonte de acidos graxos (AGs) 6mega-6 no desempenho
reprodutivo. Este trabalho demonstrou que a suplementacdo de CSSO pds-IA favorece
a incorporacao de acidos graxos 6mega-6 em tecidos maternos e embrionérios, o que
aumenta a sintese de interferon-tau pelo concepto, aumentando as taxas de prenhez
na IATF. Enquanto que com o objetivo de estudar a comunicacdo embrido-materna e
os fatores do fluido uterino (FU), Giller et al. (2018) suplementaram novilhas da raca
Angus com 6leo de peixe protegido no rimen (acido graxo 6mega 3) ou 6leo de girassol
(acido graxo dmega 6) por um periodo de 8 semanas. Apés a sincronizacdo do ciclo e

IA, os Uteros foram lavados post mortem para recuperar os embriées no 15° dia de
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gestacdo, amostras de tecido de endométrio e corpo lateo (CL). Surpreendentemente,
0 alongamento do embrido no grupo 6mega 3 foi maior em comparagdo com o grupo
O6mega 6. Nao foram observadas diferencas nas prostaglandinas uterinas, embora a
concentracdo endometrial de seu precursor acido araquidénico tenha sido reduzida em
Omega 3 em comparagdo com 6mega 6. Os &cidos graxos dietético ndo levou a
expressao diferencial de genes-alvo no endométrio nem CL, nem a uma abundéancia
diferencial de colesterol de lipoproteina de baixa densidade, cortisol ou aminoacidos no
FU. Curiosamente, o grupo 6mega 3 apresentou uma maior concentracao plasmatica
de progesterona durante o crescimento Iiteo do que o grupo 6mega 6, possivelmente
promovendo o alongamento do embrido.

Para a biossintese de PGE2, ha a transformacdo sequencial de acido
araquidénico em PGH2 por ciclooxigenases (COXs), depois a conversdo de PGH2 em
PGE2 por prostaglandinas E sintases (PGESs). Andlises de RT-PCR quantitativo foi
usado por Sainte-Dizer et al. (2011) para examinarem a expressao de mRNAs de COX-
1, COX-2, PGES-1 microssomal (MPGES-1), PGES-2 microssomal (MPGES-2) e
PGES citosolico (cPGES) em embrifes produzidos in vitro (PIV). Transcritos para COX-
2 e mPGES-1 foram detectados em todos os embrides, enquanto transcritos para COX-
1 e mPGES-2 néo foram detectados e cPGESs estavam no limite de detec¢cdo em 40%
dos embrides. Os niveis de mRNAs de COX-2 e mPGES-1 foram significativamente
maiores em blastocistos e blastocistos expandidos do que em moérulas e blastocistos
iniciais. Além disso, embrides de excelente qualidade (grau 1) apresentaram niveis
mais altos de COX-2 e mPGES-1 do que embrides de qualidade boa e média (graus
2-3). Os resultados sugeriram que embrifes bovinos PIV nos estagios de morula e
blastocisto usam exclusivamente a via COX-2/ mPGES-1 para a biossintese de PGE?2,
e que a PGE2 esta potencialmente envolvida na expansdo do blastocisto e na
competéncia de desenvolvimento.

A expresséo de genes que demonstram potencial de desenvolvimento difere
entre embrides clivados precoce ou tardiamente. Suwik et al. (2020) determinaram o
perfil de expressdo de mRNA de genes importantes para o desenvolvimento (IGF1R,
IGF2R, PLAC8, OCT4, SOX2) em blastocistos iniciais, expandidos e eclodidos obtidos
do grupo de embrides com clivagem precoce e tardia, bem como correlacionar os niveis
de transcricdo desses marcadores de genes embrionarios com os niveis de transcricao

de PGFS e PTGFR. As taxas de qualidade e desenvolvimento foram realizado de
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acordo com o IETS. Dentro do grupo de clivagem precoce e tardia, dividiram em
blastocistos precoces, blastocistos, blastocistos expandidos e blastocistos eclodidos,
onde cada estagio foi sub-divididos de acordo com a qualidade da seguinte forma: grau
A - excelente; grau B - regular; grau C - ruim e grau D — degenerado. A expressao de
MRNA de PGFS, PTGFR e fatores descritos como genes marcadores de capacidade
de implantacdo embrionaria e genes de competéncia de desenvolvimento foi
determinada por PCR em tempo real. Observaram que a abundancia de transcricao da
maioria dos genes analisados tende a ser maior em embrides tardios, em vez de no
grupo de embrides clivados precocemente, bem como em embrides de grau B e/ou C
em vez de embrides de grau A. Por outro lado, para o grupo de clivagem precoce de
blastocistos, detectaram maior expressdao de mRNA para grau A, comparados com
embrides grau C. Isso sugere que o nivel de expressdo do mRNA de genes depende
da qualidade dos embrides, mas difere de acordo com varios fatores, incluindo o
método de producdo ou método de cultura. Anteriormente, demonstraram que a PGF2a
sintase (PGFS) e a expresséao do receptor de PGF2a (PTGFR) depende do estagio de
desenvolvimento e da qualidade do embrido, além de que, numerosas correlacdes
entre marcadores génicos analisados e PGF2a sintase e receptor PGF2a sugerem que
a PGF2a desempenha um papel crucial nas etapas do desenvolvimento do embrido

bovino.

Em complemento a este estudo, torna-se de nosso interesse, verificar o efeito
do CLA na abundancia dos transcritos envolvidos na sintese de PGE2 e PGF2a por
RT-PCR. Tais analises ja finalizadas e analisadas estatisticamente irdo ser inseridas

no artigo que sera publicado que contempla em parte esta dissertacao.

8 CONCLUSAO

A suplementagéo com CLA, em todas as doses testadas, durante a MIV e CIV
ou exclusivamente na CIV diminui nos embrides a secrecdo de PGE2 e PGF2a. embora
nao tenha alterado a razdo PGE2/PGF2a. O uso de CLA na CIV na concentragédo de
150 uM diminui a taxa de blastocisto eclodido no D9 comparado a concentracao de 50
HM.
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