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RESUMO 
 

Pretendeu-se testar  a in f luência da PGE 2  ou da ausência de prostaglandinas (PG) 
no desenvolv imento de embr iões bovinos produzidos in  v i t ro  em co-cul tura com 
monocamadas de célu las da granulosa.  A PGE 2  (1 ,4 x  10 - 7  M) e a indometacina (28 µM) 
foram adic ionadas ao meio de cul tura ut i l izado para ref rescar  cé lu las e embr iões.  Vinte e 
duas horas após a inseminação,  os oóci tos foram div id idos em 3 grupos (Testemunha,  
n=461;  Indometacina,  n=452;  PGE 2 ,  n=465;  10 répl icas)  e colocados nas monocamadas,  
prosseguindo o seu desenvolv imento até aos 12-13 d ias de idade.  

Os resul tados mostram que a PGE 2  aumenta a taxa de c l ivagem em 6% (P=0,04)  e 
a qual idade dos embr iões em D8,  em re lação à testemunha.  O grupo PGE 2  apresenta uma 
diminuição da taxa de embr iões entre D7 e D8,  parecendo haver  nestes d ias uma 
inter ferência negat iva desta PG na t ransição de jovem blastóc i to  para b lastóc i to.  Embora a 
indometacina não afecte s igni f icat ivamente a taxa de c l ivagem, neste grupo,  a taxa de 
embr iões em D7 é in fer ior  à do grupo PGE 2  (34 vs.  42,4%, P=0,03)  e,  em D8,  à do grupo 
testemunha (33,1 vs.  39,9%, P=0,07) .  A indometacina pre judica a qual idade dos embr iões 
em D8,  com s igni f icat ivamente menos embr iões de grau 1 que os grupos testemunha e 
PGE2  (P=0,007 e P=0,005) e,  mais de grau 4 que o grupo PGE 2  (P=0,001).  Pre judica 
também a taxa de embr iões extrusados em re lação à testemunha e  ao grupo PGE 2  (53,21 
vs.  74,02% 78,03% para P=0,001 e P<0,001) .  A indometacina in ter fere a inda na d inâmica 
do desenvolv imento embr ionár io,  tendendo os embr iões deste grupo a estarem atrasados 
em re lação aos outros,  sobretudo devido à acção negat iva deste in ib idor  na ec losão dos 
embr iões da zona pelúc ida.  

Os efe i tos pre judic ia is  induzidos pelo b loqueio da síntese de prostaglandinas 
apontam para a importância destas hormonas nos d i ferentes estadios do desenvolv imento 
embr ionár io precoce.  A PGE 2  benef ic ia  a c l ivagem e o desenvolv imento  dos embr iões até 
D7.  Esta prostaglandina parece anular  o efe i to  negat ivo da b lastu lação precoce 
caracter ís t ica dos embr iões produzidos in  v i t ro ,  a t rasando a t ransição do estadio de 
mórula para b lastóc i to em D7 e D8.  Este at raso aparece associado a uma melhor ia 
s igni f icat iva da qual idade dos embr iões.  
 
SUMMARY 
 

I t  was evaluated the ef fect  of  PGE 2  supplementat ion or  PG inhib i t ion on bovine  in  
v i t ro  embryo development  in  a granulosa cel l  monolayers co-cul ture system. PGE 2   (1 ,4 x  
10 - 7  M)  or  indomethacin (28 µM) were added to cul ture medium used to ref resh embryos 
and granulosa cel ls .  Twenty  two hours af ter  in  v i t ro  inseminat ion,  ova were randomly 
a l lo t ted in to three groups (Contro l ,  n=461;  Indomethacin,  n=452;  PGE 2 ,  n=465;  10 t r ia ls)  
and t ransferred to granulosa cel l  monolayers unt i l  day 12 or  13 of  embryo development .   

Resul ts  show that  PGE 2  improved 6% in c leavage rate (P=0,004)  and a lso embryo 
qual i ty  at  day 8 (D8),  when compared to Contro l .  Embryo product ion rate decreased f rom 
D7 to D8 in PGE2  group,  suggest ing that  at  th is  s tage PGE 2  negat ive ly  af fects  embryo 
growth f rom young b lastocyst  to  b lastocyst .  Indomethacin had no s igni f icant  ef fect  on 
c leavage rate,  but  embryo rate in  th is  group is  lower than in PGE 2  a t  D7 (34 vs.  42,2%,  
P=0,03)  and lower than in Contro l  at  D8 (33,1 vs.  39,9%, P=0,07) .  Indomethacin had a 
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detr imenta l  e f fect  on embryo qual i ty  at  D8,  as s igni f icant ly  less grade 1 embryos than in  
Contro l  and PGE 2  groups (P=0,007 and P=0,005) and more grade 4 embryos than in group  

PGE2  were produced (P=0,001).  Indomethacin had a lso a detr imenta l  ef fect  on hatched 
embryo rate when compared to Contro l  and PGE 2  groups (53,21 vs.  74,02% and 78,03%, 
P=0,001 and P<0,001).  Embryos produced in Indomethacin group are prone to be retarded 
when compared to embryos f rom other  groups,  due to i ts  negat ive ef fect  on the mechanism 
of  embryo hatching.   

Detr imenta l  e f fects  induced by prostaglandin synthesis  inh ib i t ion ind icate that  these 
hormones p lay an important  ro le in  a l l  s tages of  embryo development .  PGE 2  improves 
c leavage and embryo development  unt i l  day 7 and delays embryo growth f rom morula to 
b lastocyst  s tage.  The usual ly  accelerated t ransi t ion f rom morula to b lastocyst  af fect ing 
embryo v iabi l i ty  could benef i t  o f  th is  PGE 2  e f fect  associated to a s igni f icant  improvement  
in  embryo qual i ty .   
 
INTRODUÇÃO 
 

As condições de cul tura dos estadios precoces do desenvolv imento embr ionár io 
bovino a inda não estão opt imizadas (Bavis ter ,  1995;  Kru ip et  a l . ,  2000).  A incorporação do 
ác ido araquidónico no meio de cul tura def in ido de embr iões BECM est imula esse 
desenvolv imento provavelmente pela sua metabol ização at ravés da v ia da c ic lo-ox igenase 
(L im e Hansel ,  1996 e 2000).  As PG poderão exercer  uma acção embr iot róf ica,  in ter fer indo 
nos d iversos mecanismos f is io lógicos necessár ios ao desenvolv imento embr ionár io antes 
da implantação,  desde a c l ivagem, formação do b lastocél io  pela in ter ferência na d inâmica 
de f lu idos at ravés da membrana até à ec losão da zona pelúc ida e a longamento do embr ião 
(Lewis,  1986,1989;  Gurevich e Shemesh,  1994;  Shemesh et  a l . ,  1994;  Sayre e Lewis,  
1993).  

O object ivo deste t rabalho fo i  estudar  o efe i to  da in ib ição da síntese de PG pela 
indometacina e,  também, o efe i to  induzido por  um desequi l íbr io  nas PG, a favor  da PGE 2 ,  
no desenvolv imento de embr iões produzidos in  v i t ro .   
 
MATERIAL E MÉTODOS 
 

Os ovár ios foram recolh idos no matadouro e t ransportados para o laboratór io  numa 
solução de PBS (0,15% albumina sér ica bovina e 0,05 mg mL - 1de kanamic ina)  a 37º  C 
quando dest inados à produção de embr iões e a 4º  C quando dest inados à recolha de 
célu las da granulosa ut i l izadas na formação das monocamadas (Marques et  a l . ,  1997).  

Procedeu-se à aspi ração dos fo l ícu los com 2 a 6 mm de d iâmetro dos ovár ios 
t ransportados a 4º  C.  As célu las obt idas,  após coloração (azul  t r ipan a 0,4%) e contagem, 
foram di lu ídas com meio de cul tura (TCM199 + 10% de soro de vaca superovulada em c io 
(SOCS) + 100 UI  de penic i l ina,  100 µg ml - 1   de est reptomic ina) ,  suplementado com 
indometacina (28 µM,  Sigma ref .  I -7378;  Okuda et  a l . ,  1995),  PGE 2  (1,4 X 10 - 7  M,  Sigma 
ref .  P-0409;  Gurevich et  a l . ,  1993) ou sem suplementação ( testemunha),  de forma a obter  
uma concentração de 1×10 6  cé lu las mL - 1 .  A cul tura da célu las fo i  real izada em placa,  
co locando-se 8 gotas de 100 µL submersas em óleo minera l ,  durante 2 semanas na estufa 
incubadora a 39º  C,  com 5% de CO2 e saturada de humidade,  sendo ref rescadas de 48 em 
48 horas com meio de cul tura suplementado com indometacina ( Indo) ,  PGE 2  ou sem 
suplementação.  

Para a produção dos embr iões procedeu-se à recolha dos oóci tos pela aspi ração 
dos fo l ícu los com 2 a 6 mm de d iâmetro de ovár ios t ransportados do matadouro a 37º  C.  
Os complexos cumulus-oóci tos aspi rados foram colocados em meio de cul tura (TCM199 + 
10% SOCS + 100 UI  de penic i l ina e 100 µg ml - 1   de estreptomic ina)  dentro da estufa 
incubadora durante 22 a 24 horas.  Após este per íodo,  os oóci tos maturados foram 
inseminados (D0=dia da inseminação) com sémen bovino descongelado e submet ido a um 
processo de swim-up  em meio Talp.  Os oóci tos e espermatozóides permaneceram 22 
horas no meio de fer t i l ização (gotas de 40 µ l  com 10 oóci tos em cada),  após o que foram 
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div id idos em t rês grupos e t ransfer idos para as monocamadas de célu las da granulosa 
(Grupo I  -  Testemunha,  n=461;  Grupo I I  -  Indo,  n=452;  Grupo I I I  -  PGE2 ,  n=465) onde 
permaneciam 12 d ias.  

Esta exper iência fo i  real izada em 10 sessões.  Procedeu-se à aval iação da c l ivagem 
24 horas após a t ransferência dos z igotos para as monocamadas e das taxas de embr iões 
(mórulas e b lastóc i tos)  em D7 e D8 e de embr iões extrusados em D12-13.  A qual idade dos 
embr iões em D8 fo i  aval iada at ravés duma escala de 1 -  Mui to bom a 4 -  Mau.  A d inâmica 
do desenvolv imento embr ionár io fo i  estudada entre D7 e D10 e comparados os estadios de 
desenvolv imento (mórula -  M,  jovem blastóc i to  -  JBL;  b lastóc i to  -  BL;  b lastóc i to  expandido 
-  BLE, extrusado -  EXT) entre grupos.  O t ratamento estat ís t ico destes dados fo i  real izado 
pelo teste do qui -quadrado em tabelas de cont ingência 2x2,  at ravés da comparação dos 
valores obt idos em cada grupo no somatór io de todas as répl icas (StatSof t ,  Inc. ,  1995).  
 
RESULTADOS 
 

A suplementação dos meios de cul tura de embr iões com PGE 2  ou indometacina ao 
longo de toda a cul tura de embr iões com célu las da granulosa in f luencia s igni f icat ivamente 
os resul tados obt idos nas taxas de c l ivagem, de embr iões em D7 e EXT (quadro 1 e f igura 
1) .  A taxa de embr iões c l ivados no grupo PGE 2  é s igni f icat ivamente super ior  (P=0,04)  à da 
testemunha,  não d i fer indo a taxa do grupo Indo da dos outros grupos.  A taxa de embr iões 
em D7 é s igni f icat ivamente super ior  (P=0,03)  no grupo PGE 2  do que no grupo Indo,  
super ior idade que deixa de ser  s igni f icat iva em D8.  Neste d ia,  a taxa de embr iões do 
grupo testemunha passa a ser  tendencia lmente super ior  (P=0,07)  à do grupo Indo.  A taxa 
de EXT é s igni f icat ivamente in fer ior  no grupo Indo do que nos grupos testemunha e PGE 2  
( respect ivamente,  P=0,001 e P<0,001).  
 
Quadro 1.  Efe i to  da suplementação do meio de cul tura de embr iões com indometacina 
( Indo) e PGE 2  sobre a produção de embr iões (10 répl icas) .  

Oócitos 
Insemin.  

Embriões 
Cl ivados 

Embriões em 
D7 

Embriões em 
D8 

Embriões 
Extrusados 

 
Grupos 

n n % n % n % n % 
I -Testemunha 461 318 68,98a 127 39,94ab 127 39,94 94 74,02a 

I I I  -  Indo 452 329 72,79ab 112 34,04a 109 33,13 58 53,21b 
I I I I  -  PGE2  465 349 75,05b 148 42,41b 132 37,82 103 78,03a 

Valor  de P 
(χχ2 )  

 I - I I I  P=0,04 I I - I I I  P=0,03 I - I I  P=0,07 I - I I  P=0,001 
I - I I I  P<0,001 

 
Quanto à qual idade dos embr iões em D8 (quadro 2 e f igura 2) ,  a  presença da 

indometacina d iminui  s igni f icat ivamente a percentagem de embr iões de grau 1,  quer  em 
re lação ao grupo testemunha,  quer  ao grupo PGE 2  ( respect ivamente,  P=0,007 e P=0,005).  
Esta d i ferença desaparece nos embr iões de grau 2 e 3.  No entanto,  no grupo PGE 2 ,  a  
percentagem de embr iões de grau 2 é s igni f icat ivamente super ior  (P=0,005) à do grupo 
testemunha e,  a de embr iões de grau 4,  s igni f icat ivamente in fer ior  à de ambos os grupos,  
testemunha e Indo ( respect ivamente,  P=0,01 e P=0,001).  
 

Quadro 2. Efeito da suplementação do meio de cultura de embriões com Indo ou PGE2 

sobre a qualidade dos embriões D8 (grau 1=muito bom....grau 4=mau; 10 réplicas). 
Qualidade dos embriões em D8 (%)  

Grupos Grau 1 Grau 2 Grau 3 Grau 4 
I -Testemunha 8,66a 25,98a 36,22 29,13a 
II - Indo 0,92b 33,03ab 32,11 33,95a 
III - PGE2 9,09a 42,42b 32,58 15,91b 

Valor de P (χχ2) I-II P=0,007 
II-III P=0,005 

I-III P=0,005 P>0,05 I-III P=0,01 
II-III P=0,001 
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Quadro 3.  Efe i to  da suplementação do meio de cul tura de embr iões com indometacina 
( Indo) ou PGE 2   sobre a d inâmica do desenvolv imento embr ionár io de D7 a D10 
(M=mórula,  JBL=jovem blastóc i to,  BL=blastóc i to,  BLE=blastóc i to expandido,  
EXT=extrusado;  10 répl icas,  excepto D10 com 8 répl icas) .  

Dia 7  (n)  M (%) JBL (%) BL (%) BLE (%) 
I  -Testemunha 127 34,65ab 33,86ab 21,26 10,24 
I I  -  Indo 112 41,96a 26,79a 21,43 9,82 
I I I  -  PGE2  148 29,05b 39,86b 13,51 17,57 

Valor  de P (χχ 2 )   I I - I I I  P=0,03 I I - I I I  P=0,03 I - I I I  P=0,09 
I I - I I I  P=0,09 

I - I I I  P=0,08 
I I - I I I  P=0,08 

Dia 8 (n)  M (%) JBL (%) BL (%) BLE (%) EXT (%) 
I  –Testemunha 127 3,15ab 14,96 15,75a 56,69 9,45a 
I I  -  Indo 109 6,42a 19,27 20,18a 53,21 0,92b 
I I I  -  PGE2  132 1,52b 21,97 7,58b 62,12 6,82a 

Valor  de P (χχ 2 )   I I - I I I  P=0,05 P>0,05 I - I I I  P=0,04 
I I - I I I  P=0,004 

P>0,05 I - I I  P=0,004 
I I - I I I  P=0,02 

Dia 9  (n)  BL (%) BLE (%) EXT (%) 
I  –Testemunha 127 14,96 41,73ab 43,31ab 
I I  -  Indo 106 17,92 50,94a 31,13a 
I I I  -  PGE2  128 13,28 33,59b 53,13b 

Valor  de P (χχ 2 )   P>0,05 I I - I I I  P=0,007 I - I I  P=0,06 
I I - I I I  P=0,001 

Dia 10  (n)  BL (%) BLE (%) EXT (%) 
I  –Testemunha 107 5,61 25,23a 69,16ab 
I I  -  Indo 83 3,61 38,55b 57,83a 
I I I  -  PGE2  108 2,78 25,93a 71,3b 

Valor  de P (χχ 2 )   P>0,05 I - I I  P<0,0001 
I I - I I I  P<0,0001  

I I - I I I  P=0,05 
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Figura 1.  Efe i to da indometacina e da PGE 2  incorporadas no meio de cul tura de 
embr iões em co-cul tura com célu las da granulosa  na qual idade dos embr iões em D8.  
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A suplementação dos meios de cul tura de embr iões com um in ib idor  da síntese de 
PG ou com PGE 2  in ter fere na d inâmica do desenvolv imento embr ionár io (quadro 3)  logo a 
par t i r  de D7.  Neste d ia,  o grupo Indo está at rasado em re lação ao grupo PGE 2 ,  com 
s igni f icat ivamente mais mórulas e menos JBL ( respect ivamente,  P=0,03 e P=0,03) .  A inda 
em D7, o grupo PGE 2  apresenta tendencia lmente menos BL e mais BLE que os grupos 
testemunha e Indo ( respect ivamente,  BL:  P=0,09 e P=0,09;  BLE: P=0,08 e P=0,08) .  Em 
D8,  o grupo Indo apresenta s igni f icat ivamente mais mórulas que o grupo PGE 2  (P=0,05) e 
menos EXT que os grupos testemunha e PGE 2  ( respect ivamente,  P=0,004 e P=0,02) .  Em 
D9,  o grupo Indo tem mais BLE que o grupo PGE 2  (50,94 vs.  33,59%, P=0,007)  e menos 
EXT que os grupos testemunha e PGE 2  ( respect ivamente,  31,13%  vs .   43,31 e 53,13% para 
P=0,06 e P=0,001).  O atraso do grupo Indo mantém-se em D10,  com s igni f icat ivamente 
mais BLE que os grupos testemunha e PGE 2  ( respect ivamente,  P<0,001 e P<0,0001) e,  
menos EXT, que o grupo PGE 2  (P=0,05).  

 
DISCUSSÃO 

 

A suplementação dos meios de cul tura de embr iões com PGE 2 ,  ao aumentar  a taxa 
de c l ivagem, está a afectar  o desenvolv imento embr ionár io antes da act ivação do genoma, 
que nos bovinos ocorre entre as 8-16 célu las (King et  a l . ,  1988;  Barnes e Eyestone,  1990).  
Por  outro lado,  esta acção parece pro longar-se e in ter fer i r  posi t ivamente na act ivação do 
genoma e formação de mórulas,  ev i tando o b loqueio ao desenvolv imento embr ionár io 
caracter ís t ico deste estadio (Camous et  a l . ,  1984;  Eyestone e Fi rs t ,  1986).   

A acção da PGE 2  conf i rma a importância da v ia da c ic lo-ox igenase nesta fase do 
desenvolv imento precoce dos embr iões bovinos refer ida por  Gurevich et  a l .  (1993),  
Gurevich e Shemesh,  (1994) e Shemesh et  a l .  (1994).  No entanto,  a in ib ição deste enzima 
pela indometacina não in f luência negat ivamente a c l ivagem, provocando mesmo um 
aumento nesta taxa,  o que indica que a lgum ou a lguns metabol i tos desta v ia têm uma 
acção negat iva nesta fase.  A PGF2α  já  fo i  ident i f icada como um dos metabol i tos 
exercendo um efe i to pre judic ia l  (Perei ra,  2001).  

A t ransição do estadio de mórula para BL ocorre 24 horas mais cedo nos embr iões 
produzidos in  v i t ro  que nos in  v ivo .  Esta b lastu lação precoce,  associada a uma menor 
compactação das mórulas,  é apontada como um dos factores responsáveis pela menor 
v iabi l idade dos embr iões IVP (Greve et  a l . ,  1993;  Holm e Cal lesen,  1998).  O atraso na 
formação de BL em D8 devido à acção da PGE 2 ,  que não se ver i f ica na presença da 
indometacina,  aponta para a in ter ferência das PG na b lastu lação,  cu jo at raso poderá ser  
benéf ico para o desenvolv imento embr ionár io in  v i t ro ,  tornando-o mais semelhante ao in  
v ivo .  Este at raso em D8 aparece associado a uma melhor ia s igni f icat iva da qual idade dos 
embr iões nesse d ia.  

A suplementação dos embr iões com indometacina não afecta s igni f icat ivamente a 
taxa de embr iões em D7,  embora em D8 esta taxa tenda (P=0,07)  a ser  in fer ior  à 
testemunha.  No entanto,  esta suplementação d iminui  s igni f icat ivamente a qual idade dos 
embr iões em D8 e in ter fere na d inâmica do desenvolv imento embr ionár io,  sobretudo pela 
sua acção negat iva na ec losão dos embr iões da zona pelúc ida.  Esta in ter ferência na 
ec losão é reforçada pela d iminuição s igni f icat iva da taxa de embr iões ext rusados.   

A d iminuição da taxa de embr iões extrusados na presença da indometacina está de 
acordo com os resul tados de Biggers et  a l .  (1978),  Baskar et  a l .  (1981) e Sayre e Lewis 
(1993) que conf i rmam que os in ib idores da síntese de PG reduzem a taxa de embr iões que 
ec lodem da zona pelúc ida.  Esta in ib ição das PG inter fere na d inâmica dos f lu idos,  
prevenindo a expansão do BL necessár ia à ec losão (Biggers et  a l . ,  1978).  A indometacina 
d iminui  a  capacidade das célu las t rofoblást icas de t ransportarem 2 2Na e,  como ta l ,  impede 
a expansão associada ao aumento de f lu ido no BL (Lewis,  1986).   

Os efe i tos pre judic ia is  induzidos pelo b loqueio da síntese de prostaglandinas 
apontam para a importância destas hormonas nos d i ferentes estadios do desenvolv imento 
embr ionár io precoce.  A PGE 2  benef ic ia  a c l ivagem e o desenvolv imento  dos embr iões até 
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D7. Esta prostaglandina parece anular  o efe i to  negat ivo da b lastu lação precoce 
caracter ís t ica dos embr iões produzidos in  v i t ro ,  a t rasando a t ransição do estadio de 
mórula para b lastóc i to em D7 e D8.  Este at raso aparece associado a uma melhor ia 
s igni f icat iva da qual idade dos embr iões.  
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