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RESUMO

Pretendeu-se testar a influéncia da PGE; ou da auséncia de prostaglandinas (PG)
no desenvolvimento de embrides bovinos produzidos in vitro em co-cultura com
monocamadas de células da granulosa. A PGE; (1,4 x 107 M) e a indometacina (28 mM)
foram adicionadas ao meio de cultura utilizado para refrescar células e embrides. Vinte e
duas horas ap6s a inseminagdo, os oocitos foram divididos em 3 grupos (Testemunha,
n=461; Indometacina, n=452; PGE,, n=465; 10 réplicas) e colocados nas monocamadas,
prosseguindo o seu desenvolvimento até aos 12-13 dias de idade.

Os resultados mostram que a PGE, aumenta a taxa de clivagem em 6% (P=0,04) e
a qualidade dos embrides em D8, em relacdo atestemunha. O grupo PGE;, apresenta uma
diminuicdo da taxa de embrides entre D7 e D8, parecendo haver nestes dias uma
interferéncia negativa desta PG na transi¢do de jovem blastocito para blastécito. Embora a
indometacina ndo afecte significativamente a taxa de clivagem, neste grupo, a taxa de
embrides em D7 é inferior ado grupo PGE; (34 vs. 42,4%, P=0,03) e, em D8, ado grupo
testemunha (33,1 vs. 39,9%, P=0,07). A indometacina prejudica a qualidade dos embriGes
em D8, com significativamente menos embrides de grau 1 que os grupos testemunha e
PGE, (P=0,007 e P=0,005) e, mais de grau 4 que o grupo PGE; (P=0,001). Prejudica
também a taxa de embrides extrusados em relagcdo atestemunha e ao grupo PGE; (53,21
vs. 74,02% 78,03% para P=0,001 e P<0,001). A indometacina interfere ainda na dinamica
do desenvolvimento embrionario, tendendo os embrides deste grupo a estarem atrasados
em relacdo aos outros, sobretudo devido & ac¢do negativa deste inibidor na eclosdo dos
embrides da zona pellcida.

Os efeitos prejudiciais induzidos pelo bloqueio da sintese de prostaglandinas
apontam para a importancia destas hormonas nos diferentes estadios do desenvolvimento
embriondrio precoce. A PGE; beneficia a clivagem e o desenvolvimento dos embrides até
D7. Esta prostaglandina parece anular o efeito negativo da blastulagdo precoce
caracteristica dos embrides produzidos in vitro, atrasando a transicdo do estadio de
moérula para blastécito em D7 e D8. Este atraso aparece associado a uma melhoria
significativa da qualidade dos embrides.

SUMMARY

It was evaluated the effect of PGE; supplementation or PG inhibition on bovine in
vitro embryo development in a granulosa cell monolayers co-culture system. PGE, (1,4 x
107 M) or indomethacin (28 uM) were added to culture medium used to refresh embryos
and granulosa cells. Twenty two hours after in vitro insemination, ova were randomly
allotted into three groups (Control, n=461; Indomethacin, n=452; PGE,, n=465; 10 trials)
and transferred to granulosa cell monolayers until day 12 or 13 of embryo development.

Results show that PGE; improved 6% in cleavage rate (P=0,004) and also embryo
quality at day 8 (D8), when compared to Control. Embryo production rate decreased from
D7 to D8 in PGE, group, suggesting that at this stage PGE; negatively affects embryo
growth from young blastocyst to blastocyst. Indomethacin had no significant effect on
cleavage rate, but embryo rate in this group is lower than in PGE; at D7 (34 vs. 42,2%,
P=0,03) and lower than in Control at D8 (33,1 vs. 39,9%, P=0,07). Indomethacin had a
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detrimental effect on embryo quality at D8, as significantly less grade 1 embryos than in
Control and PGE; groups (P=0,007 and P=0,005) and more grade 4 embryos than in group
PGE, were produced (P=0,001). Indomethacin had also a detrimental effect on hatched
embryo rate when compared to Control and PGE; 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 from other groups, due to its negative effect on the mechanism
of embryo hatching.

Detrimental effects induced by prostaglandin synthesis inhibition indicate that these
hormones play an important role in all stages of embryo development. PGE, improves
cleavage and embryo development until day 7 and delays embryo growth from morula to
blastocyst stage. The usually accelerated transition from morula to blastocyst affecting
embryo viability could benefit of this PGE, effect associated to a significant improvement
in embryo quality.

INTRODUGCAO

As condi¢des de cultura dos estadios precoces do desenvolvimento embrionério
bovino ainda ndo estdo optimizadas (Bavister, 1995; Kruip et al., 2000). A incorporacdo do
acido araquidénico no meio de cultura definido de embribes BECM estimula esse
desenvolvimento provavelmente pela sua metabolizacdo através da via da ciclo-oxigenase
(Lim e Hansel, 1996 e 2000). As PG poderdo exercer uma acgao embriotrofica, interferindo
nos diversos mecanismos fisioldgicos necessarios ao desenvolvimento embrionario antes
da implantacdo, desde a clivagem, formacao do blastocélio pela interferéncia na dindmica
de fluidos através da membrana até aeclosdo da zona peltcida e alongamento do embrido
(Lewis, 1986,1989; Gurevich e Shemesh, 1994; Shemesh et al., 1994; Sayre e Lewis,
1993).

O objectivo deste trabalho foi estudar o efeito da inibicdo da sintese de PG pela
indometacina e, também, o efeito induzido por um desequilibrio nas PG, a favor da PGE.,
no desenvolvimento de embrides produzidos in vitro.

MATERIAL E METODOS

Os ovarios foram recolhidos no matadouro e transportados para o laboratério numa
solucdo de PBS (0,15% albumina sérica bovina e 0,05 mg mL-lde kanamicina) a 37° C
quando destinados a producdo de embrides e a 4° C quando destinados & recolha de
células da granulosa utilizadas na formacdo das monocamadas (Marques et al., 1997).

Procedeu-se a aspiragdo dos foliculos com 2 a 6 mm de diametro dos ovérios
transportados a 4° C. As células obtidas, ap6s coloragdo (azul tripan a 0,4%) e contagem,
foram diluidas com meio de cultura (TCM199 + 10% de soro de vaca superovulada em cio
(SOCS) + 100 Ul de penicilina, 100 my mi-l de estreptomicina), suplementado com
indometacina (28 mM, Sigma ref. 1-7378; Okuda et al., 1995), PGE; (1,4 X 107 M, Sigma
ref. P-0409; Gurevich et al., 1993) ou sem suplementacdo (testemunha), de forma a obter
uma concentracdo de 1° 10°% células mL-t. A cultura da células foi realizada em placa,
colocando-se 8 gotas de 100 mL submersas em dleo mineral, durante 2 semanas na estufa
incubadora a 39° C, com 5% de CO2 e saturada de humidade, sendo refrescadas de 48 em
48 horas com meio de cultura suplementado com indometacina (Indo), PGE, ou sem
suplementacéo.

Para a producdo dos embrides procedeu-se arecolha dos odcitos pela aspiragao
dos foliculos com 2 a 6 mm de diametro de ovarios transportados do matadouro a 37° C.
Os complexos cumulus-o6citos aspirados foram colocados em meio de cultura (TCM199 +
10% SOCS + 100 Ul de penicilina e 100 ng ml! de estreptomicina) dentro da estufa
incubadora durante 22 a 24 horas. Ap6s este periodo, os o6citos maturados foram
inseminados (D0O=dia da insemina¢do) com sémen bovino descongelado e submetido a um
processo de swim-up em meio Talp. Os o6citos e espermatozéides permaneceram 22
horas no meio de fertilizacdo (gotas de 40 m com 10 odcitos em cada), apés o que foram
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divididos em trés grupos e transferidos para as monocamadas de células da granulosa
(Grupo | - Testemunha, n=461; Grupo Il - Indo, n=452; Grupo Ill - PGE,, n=465) onde
permaneciam 12 dias.

Esta experiéncia foi realizada em 10 sessdes. Procedeu-se aavaliacdo da clivagem
24 horas ap6s a transferéncia dos zigotos para as monocamadas e das taxas de embrides
(mérulas e blastdcitos) em D7 e D8 e de embrides extrusados em D12-13. A qualidade dos
embriées em D8 foi avaliada através duma escala de 1 - Muito bom a 4 - Mau. A dindmica
do desenvolvimento embrionario foi estudada entre D7 e D10 e comparados os estadios de
desenvolvimento (mérula - M, jovem blastécito - JBL; blastécito - BL; blastocito expandido
- BLE, extrusado - EXT) entre grupos. O tratamento estatistico destes dados foi realizado
pelo teste do qui-quadrado em tabelas de contingéncia 2x2, através da comparacao dos
valores obtidos em cada grupo no somatdrio de todas as réplicas (StatSoft, Inc., 1995).

RESULTADOS

A suplementag¢do dos meios de cultura de embri6es com PGE; ou indometacina ao
longo de toda a cultura de embrides com células da granulosa influencia significativamente
os resultados obtidos nas taxas de clivagem, de embrides em D7 e EXT (quadro 1 e figura
1). A taxa de embrides clivados no grupo PGE; é significativamente superior (P=0,04) ada
testemunha, ndo diferindo a taxa do grupo Indo da dos outros grupos. A taxa de embrides
em D7 é significativamente superior (P=0,03) no grupo PGE; do que no grupo Indo,
superioridade que deixa de ser significativa em D8. Neste dia, a taxa de embrides do
grupo testemunha passa a ser tendencialmente superior (P=0,07) ado grupo Indo. A taxa
de EXT é significativamente inferior no grupo Indo do que nos grupos testemunha e PGE;
(respectivamente, P=0,001 e P<0,001).

Quadro 1. Efeito da suplementacdo do meio de cultura de embribes com indometacina
(Indo) e PGE; sobre a producdo de embrides (10 réplicas).

O6citos Embrides Embrides em Embrides em Embrides
Grupos Insemin. Clivados D7 D8 Extrusados
n n % n % n % n %
|-Testemunhal 461 318 |68,98a 127 |39,94ab| 127 39,94 94 |74,02a
[l - Indo 452 329 |72,79ab| 112 |34,04a| 109 33,13 58 [53,21b
[l - PGE; 465 349 |75,05b 148 |42,41b| 132 37,82 | 103 |78,03a
Valor de P [-111 P=0,04 [1-111 P=0,03 I-11 P=0,07 I-1l P=0,001
(c2?) I-11l P<0,001

Quanto a qualidade dos embrides em D8 (quadro 2 e figura 2), a presenca da
indometacina diminui significativamente a percentagem de embrifes de grau 1, quer em
relagdo ao grupo testemunha, quer ao grupo PGE; (respectivamente, P=0,007 e P=0,005).
Esta diferenca desaparece nos embrifes de grau 2 e 3. No entanto, no grupo PGE;, a
percentagem de embrifes de grau 2 é significativamente superior (P=0,005) a do grupo
testemunha e, a de embrides de grau 4, significativamente inferior ade ambos 0s grupos,
testemunha e Indo (respectivamente, P=0,01 e P=0,001).

Quadro 2. Efeito da suplementag@o do meio de cultura de embries com Indo ou PGE»
sobre a qualidade dos embrides D8 (grau 1=muito bom....grau 4=mau; 10 réplicas).

Qualidade dos embrides em D8 (%)
Grupos Grau 1 Grau 2 Grau 3 Grau 4
| -Testemunha 8,66a 25,98a 36,22 29,13a
Il - Indo 0,92b 33,03ab 32,11 33,95a
Il - PGE; 9,09a 42,42b 32,58 15,91b
Valor de P (c?) I-11 P=0,007 I-11l P=0,005 P>0,05 -1l P=0,01
(1111 P=0,005 1111l P=0,001
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Figura 1. Efeito da indometacina e da PGE; incorporadas no meio de cultura de
embriées em co-cultura com células da granulosa na qualidade dos embriées em D8.
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Quadro 3. Efeito da suplementacdo do meio de cultura de embrifes com indometacina

(Indo) ou PGE;

sobre a dinamica do desenvolvimento embrionario de D7 a D10

(M=morula, JBL=jovem blastécito, BL=blastécito, BLE=blastocito expandido,
EXT=extrusado; 10 réplicas, excepto D10 com 8 réplicas).
Dia 7 (n) M (%) JBL (%) BL (%) BLE (%)
| -Testemunha 127 34,65ab 33,86ab 21,26 10,24
Il - Indo 112 41,96a 26,79a 21,43 9,82
Il - PGE;, 148 29,05b 39,86b 13,51 17,57
Valor de P (c?) [I-111 P=0,03 | II-1Il P=0,03| I-11l P=0,09 [-111 P=0,08
[I-111 P=0,09 |II-11l P=0,08
Dia 8 (n) M (%) JBL (%) BL (%) BLE (%) EXT (%)
| -Testemunha 127 3,15ab 14,96 15,75a 56,69 9,45a
Il - Indo 109 6,42a 19,27 20,18a 53,21 0,92b
Il - PGE, 132 1,52b 21,97 7,58b 62,12 6,82a
Valor de P (c?) [1-111 P=0,05 P>0,05 [-111 P=0,04 P>0,05 |I-1l P=0,004
[1-111 P=0,004 [1-111 P=0,02
Dia 9 (n) BL (%) BLE (%) EXT (%)
| -Testemunha 127 14,96 41,73ab 43,31ab
Il - Indo 106 17,92 50,94a 31,13a
Il - PGE;, 128 13,28 33,59b 53,13b
Valor de P (c?) P>0,05 [1-111 P=0,007 | I-1l P=0,06
[1-111 P=0,001
Dia 10 (n) BL (%) BLE (%) EXT (%)
| -Testemunha 107 5,61 25,23a 69,16ab
Il - Indo 83 3,61 38,55b 57,83a
Il - PGE;, 108 2,78 25,93a 71,3b
Valor de P (c?) P>0,05 -1 P<0,0001| II-Ill P=0,05
[1-111 P<0,0001
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A suplementag¢do dos meios de cultura de embrides com um inibidor da sintese de
PG ou com PGE; interfere na dindmica do desenvolvimento embrionario (quadro 3) logo a
partir de D7. Neste dia, o grupo Indo estd atrasado em relagdo ao grupo PGE,, com
significativamente mais moérulas e menos JBL (respectivamente, P=0,03 e P=0,03). Ainda
em D7, o grupo PGE; apresenta tendencialmente menos BL e mais BLE que os grupos
testemunha e Indo (respectivamente, BL: P=0,09 e P=0,09; BLE: P=0,08 ¢ P=0,08). Em
D8, o grupo Indo apresenta significativamente mais mérulas que o grupo PGE; (P=0,05) e
menos EXT que os grupos testemunha e PGE; (respectivamente, P=0,004 e P=0,02). Em
D9, o grupo Indo tem mais BLE que o grupo PGE; (50,94 vs. 33,59%, P=0,007) e menos
EXT que os grupos testemunha e PGE; (respectivamente, 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 significativamente
mais BLE que os grupos testemunha e PGE; (respectivamente, P<0,001 e P<0,0001) e,
menos EXT, que o grupo PGE; (P=0,05).

DISCUSSAO

A suplementacdo dos meios de cultura de embrides com PGE;, ao aumentar a taxa
de clivagem, esta a afectar o desenvolvimento embrionario antes da activacdo do genoma,
que nos bovinos ocorre entre as 8-16 células (King et al., 1988; Barnes e Eyestone, 1990).
Por outro lado, esta accao parece prolongar-se e interferir positivamente na activacdo do
genoma e formacdo de moérulas, evitando o bloqueio ao desenvolvimento embrionario
caracteristico deste estadio (Camous et al., 1984; Eyestone e First, 1986).

A accdo da PGE; confirma a importancia da via da ciclo-oxigenase nesta fase do
desenvolvimento precoce dos embribes bovinos referida por Gurevich et al. (1993),
Gurevich e Shemesh, (1994) e Shemesh et al. (1994). No entanto, a inibicdo deste enzima
pela indometacina ndo influéncia negativamente a clivagem, provocando mesmo um
aumento nesta taxa, o que indica que algum ou alguns metabolitos desta via tém uma
accdo negativa nesta fase. A PGF2a ja foi identificada como um dos metabolitos
exercendo um efeito prejudicial (Pereira, 2001).

A transicdo do estadio de moérula para BL ocorre 24 horas mais cedo nos embrides
produzidos in vitro que nos in vivo. Esta blastulagdo precoce, associada a uma menor
compactacdo das morulas, é apontada como um dos factores responsaveis pela menor
viabilidade dos embrides IVP (Greve et al., 1993; Holm e Callesen, 1998). O atraso na
formagdo de BL em D8 devido a accdo da PGE;, que ndo se verifica na presenca da
indometacina, aponta para a interferéncia das PG na blastulacdo, cujo atraso podera ser
benéfico para o desenvolvimento embrionario in vitro, tornando-o mais semelhante ao in
vivo. Este atraso em D8 aparece associado a uma melhoria significativa da qualidade dos
embrides nesse dia.

A suplementacdo dos embrides com indometacina ndo afecta significativamente a
taxa de embribes em D7, embora em D8 esta taxa tenda (P=0,07) a ser inferior a
testemunha. No entanto, esta suplementacdo diminui significativamente a qualidade dos
embrides em D8 e interfere na dindmica do desenvolvimento embrionéario, sobretudo pela
sua accdo negativa na eclosdo dos embrides da zona pelGcida. Esta interferéncia na
eclosdo é reforgada pela diminuicdo significativa da taxa de embrides extrusados.

A diminuicdo da taxa de embrides extrusados na presencga da indometacina esta de
acordo com os resultados de Biggers et al. (1978), Baskar et al. (1981) e Sayre e Lewis
(1993) que confirmam que os inibidores da sintese de PG reduzem a taxa de embrides que
eclodem da zona peltucida. Esta inibicdo das PG interfere na dindmica dos fluidos,
prevenindo a expansdo do BL necesséaria a eclosao (Biggers et al., 1978). A indometacina
diminui a capacidade das células trofoblasticas de transportarem 22Na e, como tal, impede
a expansdo associada ao aumento de fluido no BL (Lewis, 1986).

Os efeitos prejudiciais induzidos pelo bloqueio da sintese de prostaglandinas
apontam para a importancia destas hormonas nos diferentes estadios do desenvolvimento
embriondrio precoce. A PGE; beneficia a clivagem e o desenvolvimento dos embrides até
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D7. Esta prostaglandina parece anular o efeito negativo da blastulacdo precoce
caracteristica dos embrides produzidos in vitro, atrasando a transicdo do estadio de
moérula para blastécito em D7 e D8. Este atraso aparece associado a uma melhoria
significativa da qualidade dos embrides.
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