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RESUMO 

As prostaglandinas (PG) parecem estar  envolv idas nas vár ias fases de maturação dos 
oóci tos e spz,  in f luenciando assim o poster ior  processo de fer t i l ização e desenvolv imento 
embr ionár io.  Pretendeu-se determinar  o efe i to  da suplementação do meio de fer t i l ização,  
(FERT) com um in ib idor  de síntese das prostaglandinas ( indometazina -  Indo) e PGF2 α ,  PGE2 e 
PGE1,  sobre a c l ivagem, qual idade,  v iabi l idade e desenvolv imento embr ionár io.  Na exp.1 (10 
sessões,  1204 oóci tos)  o meio FERT (TALP + Hepar ina + PHE) fo i  suplementado com PGF2 α ,  
const i tu indo-se os seguintes grupos:  Testemunha;  Indo (2,8 x  10 - 5  M),  PGF2 α  (1 ,4 x 10- 7  M) e 
Indo+PGF2 α  (2 ,8 x  10- 5  M + 1,4 x 10- 7  M).  Na exp.2 (10 sessões,  1247 oóci tos)  e exp.3 (9 
sessões,  1281 oóci tos)  real izaram-se os mesmos t ratamentos,  subst i tu indo-se a PGF2 α  por  
PGE2 (exp.2)  e PGE1 (exp.3) .  Na fer t i l ização ut i l izou-se sémen descongelado,  processado pelo 
método do swim-up (TALP s/Ca com cafeína)  durante 1 hora,  sendo ut i l izada uma concentração 
f ina l  de 1x106 spz/mL.  Após 22 horas de incubação os oóci tos inseminados foram t ransfer idos 
para um s is tema de co-cul tura com célu las da granulosa (TCM 199 + 10% soro de vaca 
superovulada)  e às  48 horas aval iou-se a c l ivagem, tendo-se acompanhado o desenvolv imento 
embr ionár io até à  fase de extrusão.  A qual idade dos embr iões fo i  aval iada ao 8º d ia de 
desenvolv imento ut i l izando uma escala que var iou de grau 1 (mui to bom) a grau 4 (mau).   
Em todas as exper iências,  a in ib ição da síntese das PG ( Indo)  reduziu s igni f icat ivamente a taxa 
de fer t i l ização re lat ivamente ao grupo testemunha (menos 14,8%; 8,3% e 7,6%, respect ivamente 
nas exper iências 1-3;  P<0,05).  A PGF2 α ,  iso ladamente ou em associação com a Indo,  não fo i  
capaz de inver ter  o efe i to  negat ivo da Indo sobre a taxa de fer t i l ização,  re lat ivamente ao grupo 
testemunha (58,3% e 56,4% vs.  67,8% respect ivamente;  P<0,05 ) .  A PGE2,  na ausência ou 
presença de outras PG ( Indo+PGE2 e PGE2) ,  conseguiu inver ter  o efe i to  negat ivo da 
indometazina sobre a c l ivagem observada no grupo testemunha (56,0% e 52,2% vs.  59,1%, 
respect ivamente;  P>0,05) .  A PGE1 só conseguiu esta inversão do efe i to  negat ivo da 
indometazina,  na ausência de outras PG (PGE1+Indo:  51,6% vs.  55,3%; P>0,05) .  Quando na 
presença de outras PG, a PGE1 não conseguiu aproximar a taxa de c l ivagem à  do grupo 
testemunha (PGE1:  47,2% vs.  55,3%; P<0,04) ,  suger indo que a sua acção sobre este mecanismo 
depende de outras PGs.  Relat ivamente ao desenvolv imento embr ionár io ver i f icou-se que as 
d i ferenças s igni f icat ivas entre os t ratamentos para os d i ferentes estadios de desenvolv imento 
nos d ias 7 e 8 anulam-se re lat ivamente ao at raso ou avanço do cresc imento embr ionár io dos 
d i ferentes grupos para os d ias 9 e 10.  A in ib ição da síntese das PG no meio FERT pre judicou a 
qual idade dos embr iões ao 8º d ia de desenvolv imento,  sa l ientando-se a acção da PGE2 que 
melhorou s igni f icat ivamente a qual idade dos embr iões re lat ivamente ao grupo testemunha. 
Estes resul tados ev idenciam um papel  determinante de a lgumas prostaglandinas sobre a 
fer t i l ização e qual idade dos embr iões,  ident i f icando-se a PGE2 e a PGE1 com um papel  posi t ivo,  
embora esta ú l t ima na dependência de outras PG. 
 
SUMMARY 

Prostaglandins (PG) have been repor ted to be involved in  d i f ferent  s tages of  oocyte and 
sperm maturat ion,  af fect ing subsequent  fer t i l isat ion and embryo development .  The purpose of  
th is  s tudy was to determine the ef fect  of  a PG synthesis  inh ib i tor  ( indomethacin,  Indo)  and of  
PGF2α ,  PGE2 and PGE1 added to the fer t i l isat ion medium (FERT),  on c leavage and embryo 
development  rates and on embryo qual i ty  at  Day 8 (D8) of  cu l ture.  In  exper iment  1 (Exp.  1,  10 
t r ia ls ,  1204 oocytes) ,  PGF2α  was added to FERT (TALP+hepar in+PHE) according to the 
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fo l lowing t reatments:  Contro l  (C) ;  indomethacin ( Indo,  2,8x10 - 5  M);  PGF 2 α  (1 ,4x10 - 7  M) and Indo 
(2,8x10 - 5  M) + PGF2α  (1 ,4x10 - 7  M).  In  exper iment  2 (Exp.  2,  10 t r ia ls ,  1247 oocytes)  and in  exp.  
3 (Exp.  3,  9 t r ia ls ,  1281 oocytes)  PGF 2 α  was replaced by PGE2 (Exp.2)  and by PGE 1  (Exp.3) ,  
fo l lowing the same t reatments as descr ibed above.  Bovine thawed semen was processed by 
swim-up for  1 hour  in  ca lc ium-free TALP medium wi th caf fe ine.  A f ina l  sperm concentrat ion of  
1x10 6  sperm/mL was used for  inseminat ion.  Af ter  22 hours of  incubat ion,  embryos were 
t ransferred to a granulosa cel l  co-cul ture system (1x10 6  ce l ls /mL of  TCM199 + 10% oestrus 
superovulated cow serum).  Embryos were evaluated for  c leavage by 48 hours af ter  inseminat ion 
and throughout  development  f rom D8 unt i l  the hatched b lastocyst  s tage.  Embryo qual i ty  was a lso 
assessed at  D8 and embryos were c lass i f ied f rom grade1 (very good) to grade 4 (poor) .   

Resul ts  show that  prostaglandin inh ib i t ion s igni f icant ly  reduced fer t i l isat ion rates in  a l l  
exper iments (14,8%, 8,3% and 7,6% less in  Indo groups,  f rom exper iments 1 to  3,  respect ive ly ,  
than in contro l  group,  P<0,05) .  PGF 2 α  was unable to reverse the negat ive ef fect  of  indomethacin 
on fer t i l isat ion rates (58,3% and 56,4%, in  PGF 2 α  and Indo+PGF 2 α  groups,  respect ive ly ,  vs  
67,8% in contro l  group;  P<0.05) .  PGE 2  could reverse that  ef fect ,  e i ther  in  the presence of  other  
prostaglandins or  a lone (52,2% and 56,0% in PGE 2  and Indo+PGE 2  groups,  respect ive ly ,  vs.  
59,1% in contro l ;  P>0,05).  PGE 1  could only  reverse that  negat ive ef fect  in  Indo+PGE 1  group 
(51,6% vs 55,3% in contro l ;  P>0,05) .  When other  prostaglandins were present ,  PGE1 could not  
reach the contro l  group fer t i l isat ion rates (PGE1=47,2% vs Contro l=55,3%; P<0,04) ,  suggest ing 
that  i ts  ef fect  on fer t i l isat ion depends on the presence of  other  PGs.  Signi f icant  d i f ferences 
among t reatments on d i f ferent  s tages of  embryo development  by D7 and D8 d isappeared through 
a delay or  a progress in  embryo development  by D9 and D10 for  the same t reatments.  PG 
synthesis  inh ib i tor  added to the fer t i l isat ion medium had a detr imenta l  e f fect  on D8 embryo 
qual i ty ,  whi le  PGE 2  s igni f icant ly  improved qual i ty  when compared to the contro l  group.  These 
resul ts  ind icate that  some PG have an essent ia l  ro le on embryo fer t i l isat ion and qual i ty ,  such as 
PGE2  and PGE 1 ,  which showed a posi t ive ef fect  on these mechanisms,  a l though PGE 1  e f fect  
depends on the presence of  other  PG. 

 
 
INTRODUÇÃO 

As prostaglandinas (PG) são hormonas presentes na tota l idade dos tec idos do t racto 
reprodut ivo dos animais domést icos,  pelo que os processos fundamentais  da reprodução,  como 
a maturação dos gâmetas mascul ino e femin ino,  a fer t i l ização e o própr io desenvolv imento 
embr ionár io,  parecem depender da sua actuação.  De facto,  a PGE 2  parece exercer  um efe i to  
est imulante da maturação do oóci to bovino in  v i t ro ,  quer  antagonizando a acção de outros 
prostanóides pre judic ia is ,  quer  est imulando d i rectamente a meiose (Marques e col . ,  1997).  
Também nos bovinos,  o enzima necessár io à  s íntese destas hormonas,  a c ic looxigenase,  está 
presente na região apical  da cabeça dos espermatozóides,  na região pós-acrosomal  e cauda,  
suger indo que as PG têm di ferentes funções de acordo com a local ização anatómica da sua 
síntese.  Enquanto a presença a nível  da cabeça poderá estar  re lac ionada com a reacção 
acrosómica,  a nível  da cauda e la poderá ser  fundamental  para o processo metaból ico de 
produção de energia  necessár ia à  mot i l idade dos espermatozóides (Shalev e col . ,  1994).  A 
capacidade de fer t i l ização impl ica por  par te dos espermatozóides a aquis ição de movimentos de 
h iperact ivação e poster iormente a reacção acrosómica,  fenómenos que se ver i f icam apenas 
após a sua incubação durante a lgumas horas no t racto geni ta l  femin ino ou após condições 
especí f icas de cul tura in  v i t ro  (Harr ison,  1996).  

O t rabalhos de Bapt is ta e col .  (2000),  ut i l izando a tecnologia de produção in  v i t ro  de 
embr iões bovinos,  t iveram como object ivo  determinar  o efe i to  da suplementação de a lgumas 
prostaglandinas,  a PGF 2 α  e  a PGE 1 ,  e  da sua in ib ição pela indometazina,  sobre a c l ivagem, 
sendo essa suplementação efectuada numa fase in ic ia l  de maturação dos espermatozóides,  a 
fase de capaci tação (Bapt is ta e col . ,  2000).  Nenhum estudo t inha refer ido até aqui  o efe i to  das 
prostaglandinas sobre a c l ivagem e poster ior  desenvolv imento embr ionár io  in  v i t ro ,  ad ic ionando-
se as hormonas quer  ao meio de capaci tação,  quer  ao meio de fer t i l ização.  Com o presente 
t rabalho pretende determinar-se o efe i to  de um in ib idor  da síntese das prostaglandinas,  a 
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indometazina,  e da PGF 2 α ,  PGE2  e  PGE1 ,  sobre a c l ivagem e sobre a qual idade,  v iabi l idade e 
desenvolv imento embr ionár io bovinos in  v i t ro .  sendo essa suplementação fe i ta  no meio de 
fer t i l ização,  correspondendo a uma fase mais tard ia da maturação dos gâmetas mascul inos.  

 
MATERIAL E MÉTODOS 

Colhei ta e maturação de oóci tos in  v i t ro :  Os ovár ios são recolh idos no matadouro 
regional  de Santarém, sendo t ransportados até ao laboratór io  em solução tamponada fosfatada 
(PBS) enr iquecida com ant ib iót ico e a lbumina sér ica bovina (BSA),  a 37ºC. Os fo l ícu los ovár icos 
de 2 a 8 mm de d iâmetro são aspi rados  com  agulhas de 19-g e ser ingas de 10ml,  em ambiente 
ester i l izado no in ter ior  de câmara de f luxo laminar .  Do l íqu ido fo l icu lar  ass im obt ido 
selecc ionam-se os oóci tos envolv idos por  uma ou vár ias camadas compactas de célu las do 
cumulus  (COC) não expandidas,  e com c i toplasma uni formemente regular .  Os oóci tos 
selecc ionados seguem para a maturação em meio própr io (TCM 199,  enr iquecido com 5% de 
soro de vaca em c io superovulada,  100UI  ml - 1   de  penic i l ina,  100µg ml – 1  de est reptomic ina e 3 
a 5 x10 6  cé lu las da granulosa em suspensão por  ml  de meio) ,  durante um per íodo de 24 horas 
em estufa incubadora a 39ºC com  5 % de CO2 e máxima humidade (Marques e col . ,  1997).  

Capaci tação dos espermatozóides in  v i t ro :  O sémen,  prev iamente descongelado a 37ºC e 
colocado no fundo de tubos de v idro contendo meio Tyrode modi f icado (TALP),  sem cálc io e 
suplementado com 48,55 g ml - 1  de cafeína,  é posto a maturar  durante uma hora em estufa 
incubadora a 39ºC com 5% de CO2 e máxima humidade.   Durante este per íodo,  os 
espermatozóides mais act ivos progr idem até à  super f íc ie  do l íqu ido de capaci tação (swim-up ) ,  
sendo depois o l íqu ido sobrenadante que os contém recolh ido,  centr i fugado a 500g durante 10 
minutos e o resíduo concentrado.  A concentração é em seguida determinada em câmara 
hemat imétr ica de Neubauer (Bapt is ta e col . ,  2000).  

Fer t i l ização in  v i t ro :  A fer t i l ização é fe i ta  em microgotas de 40µ l  de meio especí f ico 
(FERT: meio TALP modi f icado com cálc io,  suplementado com 30 µg ml - 1  de hepar ina e 4%, v /v ,  
de penic i lamina,  h ipotaur ina e epinefr ina,  100UI  ml - 1   de  penic i l ina e 100µg ml – 1  de 
estreptomic ina) ,  submersas em óleo minera l ,  em estufa incubadora e nas condições f ís icas já  
refer idas anter iormente,  durante 22 horas.  Em cada microgota são colocados 10 oóci tos já  
maturados,  com apenas uma a duas camadas de célu las do cumulus,  e  os espermatozóides 
preparados como refer imos anter iormente,  na concentração de 1x 106 spz ml - 1 .  Depois do 
per íodo de fer t i l ização,  os oóci tos inseminados são t ransfer idos para p lacas de cul tura celu lar ,  
contendo gotas com monocamadas de célu las da granulosa,  já  com um per íodo de cul tura de 48 
horas (Perei ra e col . ,  1997).  Cerca de 48 horas após a inseminação podem observar-se já  os 
oóci tos que c l ivaram, encontrando-se estes no estadio de duas ou mais cé lu las.  
 De acordo com os t ratamentos inst i tu ídos no meio de fer t i l ização (FERT),  del inearam-se 
as seguintes exper iências:   

Exper iência 1 (10 sessões com um tota l  de 1204 oóci tos inseminados) ,  em que fo i  
testada a PGF2á,  const i tu indo-se os seguintes grupos:  Grupo Testemunha (n=323),  sem 
suplementação,   grupo PGF 2 α  (n=290),  com meio de fer t i l ização suplementado com PGF 2 α  ,  na 
dose de 1,4 x 10 - 7M (Gurevich e col . ,  1993),  grupo Indometazina ( Indo,  n=302),  sendo o meio 
suplementado com indometazina na dose de 2,8 x  10 - 5  M (Okuda e col . ,  1995) e grupo 
Indo+PGF 2 α  (n=289),  em que ambos os produtos foram adic ionados ao meio FERT nas doses já  
refer idas para cada um deles.   

Exper iência 2  (10 sessões,  com um tota l  de  1247 oóci tos  inseminados) ,  que testou a 
PGE2 ,  const i tu indo-se grupos semelhantes:  Testemunha (n=318),  grupo PGE 2  (n=316),  em que 
esta PG fo i  suplementada na dose de 1,4 x 10 - 7M,  grupo Indometazina (n=311),  na dose de 2,8 
x  10 - 5  M e grupo Indo+PGE 2  (n=302,10 sessões) ,  adic ionando-se s imul taneamente os dois  
produtos em doses idênt icas.  

Exper iência 3 (9 sessões,  num tota l  de 1281 oóci tos inseminados) ,  que ut i l izou a PGE 1  
no meio de fer t i l ização,  de acordo com os seguintes grupos:  Testemunha (n=318),  grupo PGE 1  
(n=322),  em que esta PG fo i  suplementada na dose de 1,4 x 10 - 7M,  grupo Indometazina 
(n=321),  na dose de   2,8 x 10 - 5  M e grupo Indo+ PGE 1  (n=320).  
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Desenvolv imento embr ionár io in  v i t ro :  A observação do desenvolv imento embr ionár io 
in ic ia-se ao 6º d ia pós- inseminação (p i , )   cont inuando até à  fase da sua ec losão da zona 
pelúc ida,  que se ver i f ica nos bovinos entre o 9º e o 11º d ias p i ,  passando pelos estadios de 
mórula compacta (6º d ia) ,  jovem blastóc i to  (7º d ia) ,  b lastóc i to  (8º d ia)  e b lastóc i to  expandido 
(entre o 8º e 11º d ias p i ) .  Durante as vár ias fases do seu desenvolv imento,  os embr iões são 
c lass i f icados segundo uma escala de qual idade que var ia entre o grau 1 (Gr 1) ,  abarcando os 
embr iões excelentes sem s inais  de degenerescência,  em que o estadio de desenvolv imento 
corresponde à  sua idade,  e o grau 4 (Gr 4) ,  que engloba os embr iões degenerados ou com 
atrasos e levados no seu desenvolv imento.      

  O efe i to  dos t ratamentos  inst i tu ídos durante a fase de fer t i l ização fo i  determinado pela 
taxa de c l ivagem (oóci tos c l ivados/oóci tos inseminados x 100) ,  pelo número de embr iões 
produzidos entre os 7 e os 10 d ias (embr iões produzidos/oóci tos c l ivados x 100)  e pela taxa de 
embr iões ext rusados (embr iões ext rusados/b lastóc i tos x  100) ,  u t i l izando o teste do qui -quadrado 
entre os vár ios gupos nas t rês exper iências descr i tas.  
 
 
RESULTADOS 

 Nas t rês exper iências efectuadas ver i f ica-se que a indometazina adic ionada ao meio de 
fer t i l ização provoca uma diminuição s igni f icat iva das taxas de fer t i l ização dos oóci tos,  
re lat ivamente ao grupo Testemunha (menos 14,8%, 8,3% e 7,6%, respect ivamente nas 
exper iências 1 a 3) .   

A PGF2 α  (exper iência 1) ,  iso ladamente ou em associação com a Indo,  não consegue 
inver ter  o efe i to  negat ivo da indometazina re lat ivamente ao grupo Testemunha,  apresentando 
valores s ign i f icat ivamente mais baixos.  (58,3% e 56,4% vs.  67,8%, respect ivamente,  Tabela 1) .  

    
Tabela 1.  Efe i to  das vár ias PG adic ionadas ao meio FERT sobre as taxas de fer t i l ização (%) de 
oóci tos maturados in  v i t ro   (Exper iências 1 e 2,  10 répl icas e Exper iência 3,  9 répl icas.  n = 
oóci tos inseminados) .  

Experiência 1 (PGF2 α  ) Experiência 2 (PGE2) Experiência 3 (PGE1) Grupos 
n % n % n % 

I – Testemunha 323 67,8 a 318 59,1 a 318 55,3 a 
II – Indo 302 53,0 b 311 50,8 b 321 47,7 b 
III -Indo+PG 289 56,4 b  302 56,0 ab  320 51,6 ab 
IV - PG 290 58,3 b  316 52,2 ab 322 47,2 b 
Valor de P (χ2) I–II: 0,0001 

I-III: 0,004 
I-IV: 0,015 

I-II: 0,036 I-II: 0,052 
I-IV: 0,039 

 

Na exper iência 2 (Tabela1) ,  ver i f icou-se que o grupo da Indo provocou uma diminuição 
s igni f icat iva da taxa de fer t i l ização re lat ivamente ao grupo Testemunha (50,8% vs 59,1%).  A 
PGE2 ,  quer  associada à  Indo quer  iso ladamente,  conseguiu e levar  este índice para valores não 
s igni f icat ivamente d i ferentes do grupo Testemunha.  Na exper iência 3 (Tabela 1) ,  o  grupo 
Testemunha apresentou uma taxa de fer t i l ização s igni f icat ivamente super ior  à  dos grupos Indo e 
PGE1  (53,3% vs.  47,2% e 47,2%, respect ivamente) .  A PGE 1   associada à  Indo,  conseguiu e levar  
a taxa de fer t i l ização para um valor  não s igni f icat ivo re lat ivamente ao grupo Testemunha.   
 Quanto ao efe i to  dos t ratamentos inst i tu ídos no meio FERT sobre a produção de 
embr iões ao d ia 7 (D7),  d ia 8 (D8) e extrusados,  ver i f ica-se que nas 3 exper iências efectuadas 
não foram encontradas d i ferenças s igni f icat ivas em re lação à  produção de embr iões em D7 e 
embr iões extrusados (Tabela 2) .   
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Tabela 2 .  Efe i to  das PG adic ionadas ao meio FERT sobre a produção de embr iões (% )  em 
di ferentes d ias de cul tura (10 répl icas;  n = embr iões c l ivados) .  

 Experiência 1 (PGF2α ) Experiência 2 (PGE2) Experiência 3 (PGE1) 

Grupos n D7 
(%) 

D8 
(%) 

EXT 
(%) 

n D7* 
(%) 

D8 
(%) 

EXT 
(%) 

n D7** 
(%) 

D8  
(%) 

EXT 
(%) 

I - Testemunha 219 20,5 19,6ab 60,5 172 26,7 29,3 65,5 160 21,3 25,0 74,7 

II - Indo 160 20,0 18,8ab 56,7 143 26,6 26,6 76,2 138 24,6 24,8 73,7 
III – Indo+ PG 163 19,6 16,6a 51,9 155 26,5 30,8 67,3 148 21,6 25,5 78,6 
IV - PG 169 26,0 24,9b 66,7 147 26,5 29,7 63,3 134 23,9 26,3 65,0 

Valor de P(χ2) 
 P>0,05 III-IV: 

 0,06 P>0,05  P>0,05 P>0,05 P>0,05  P>0,05 P>0,05 P>0,05 

* 9 réplicas ; ** 8 réplicas 
 
 Em D8, na exper iência 1 (Tabela 2) ,  o grupo Indo+PGF 2 α  apresentou uma produção de 
embr iões s igni f icat ivamente mais baixa (16,6%) do que a observada no grupo PGF 2 α  (24,9%),  
sendo este t ratamento o que apresentou valores absolutos mais e levados (embora não 
s igni f icat ivos)  nas outras duas fases de cresc imento consideradas.  Nas exper iências 2 e 3 
(Tabela 2)  não foram encontradas d i ferenças s igni f icat ivas entre os t ratamentos,  em nenhuma 
das fases de cresc imento estudadas.   

 
Tabela 3.  In f luência dos t ratamentos com PG no meio FERT, sobre a qual idade dos embr iões ao 
8º d ia de cul tura (grau 1 = mui to bom . . . .  grau 4 = mau;  10 répl icas) .   

Distribuição da qualidade (%) Grupos Embriões 
em D8 (n) Grau 1 Grau 2 Grau 3 Grau 4 

I – Testemunha 43 2,3 20,9 a 30,2 a 46,5 
II – Indo 30 3,3   3,3 b 60,0 b 33,3 
III – Indo+PGF2α 27 3,7 25,9 a 33,3 a 37,0 

IV – PGF2α 42 2,4 11,9 ab 47,6 ab 38,1 
Valor de P (χ2)  P>0,05 I-II: 0,026 

II-III: 0,014 
I-II: 0,011 
II-III: 0,044 

P>0,05 

I – Testemunha 55 3,6 27,3 ac 41,8 27,3 a 

II – Indo 42 0 19,0 a 31,0 50,0 b 

III – Indo+PGE2 52 5,8 44,2 b 30,8 19,2 a 

IV – PGE2 49 0 34,7 bc 40,1 24,5 a 
Valor de P (χ2)  P>0,05 I-III: 0,067 

II-III: 0,01 
II-IV: 0,032  

P>0,05 I-II: 0,022 
II-III: 0,002 
II-IV: 0,044 

I – Testemunha 44 0 29,5 40,9 29,5 a 

II – Indo 38 0 21,1 31,6  47,4 bc 

III – Indo+PGE1 42 2,4 35,7 38,1 23,8 a 

IV – PGE1 40 0 27,5 37,5  35,0 ac 
Valor de P (χ2)  P>0,05  P>0,05   P>0,05 I-II: 0,097 

II-III: 0,027 
 

Na Tabela 3 apresentam-se os resul tados dos t ratamentos a incorporação de PGs no 
meio de fer t i l ização,  sobre a qual idade de embr iões em D8.  Na exper iência 1,  não houve 
d i ferenças s igni f icat ivas entre t ratamentos re lat ivamente aos embr iões de grau 1 (Gr1) .  Em grau 
2 (Gr2)  houve s igni f icat ivamente menos embr iões no grupo da Indometazina (3,3%) do que nos 
grupos Testemunha (20,9%) e Indo+PGF 2 α  (25,9%).  Em grau 3 (Gr3) ,  a  Indometazina apresenta 
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uma percentagem de embr iões s igni f icat ivamente super ior  à  dos grupos Testemunha e 
Indo+PGF 2 α  (60,0% vs.  30,2% e 33,3%, respect ivamente) .  Em grau 4 (Gr4) ,  não foram 
encontradas d i ferenças entre os vár ios t ratamentos.  Quanto à  qual idade dos embr iões em D8 na 
exper iência 2,  em que a PGE 2  é  incorporada no meio de fer t i l ização,  ver i f icou-se a inda que e la 
não apresentou d i ferenças na c lasse de embr iões de Gr1.  Em embr iões de Gr2,  o grupo Indo 
apresentou uma taxa de embr iões s igni f icat ivamente mais baixa (19,0%) que os grupos 
Indo+PGE 2  (44,2%) e PGE 2  (34,7%).  O grupo Indo+PGE 2  apresentou uma taxa de embr iões de 
Gr2 s igni f icat ivamente mais e levada (44,2%) que os grupos Testemunha (27,3%) e Indo (19,0%).  
Em embr iões de Gr3,  não houve d i ferenças entre os t ratamentos.  Em embr iões de Gr4 (a c lasse 
de p ior  qual idade),  o grupo Indo apresentou uma percentagem s igni f icat ivamente super ior  à  dos 
restantes grupos,  dobrando as inc idências neles observadas.  Na exper iência 3,  o grupo Indo 
(47,4%) l idera de forma s igni f icat iva a c lasse de embr iões de p ior  qual idade (Gr4)  re lat ivamente 
aos grupos Testemunha (29,5%) e Indo+PGE 1  (23,8%).  

Quanto à  ve loc idade de cresc imento dos embr iões entre os d ias 7 e 10 de 
desenvolv imento,  ver i f ica-se que,  na exper iência 1 (Gráf ico 1) ,  re lac ionada com a incorporação 
de PGF 2 α  ao meio FERT, não foram encontradas d i ferenças s igni f icat ivas entre os t ratamentos 
apenas em D7.  Em D8 ver i f icou-se uma taxa s igni f icat ivamente mais e levada de mórulas (M) no 
grupo Indo (10,0%),  re lat ivamente ao grupo Testemunha (0,0%) e uma taxa s igni f icat ivamente 
in fer ior  de embr iões em estadio de b lastóc i to  (BL)  no grupo Indo (6,7%) em re lação ao grupo 
Testemunha (25,6%).   
 
Gráfico 1.  Estadio de desenvolv imento embr ionár io (Exper iência 1 -  PGF 2 α) .  

 
Relat ivamente aos grupos Indo+PGF 2 α  (22,2%) e PGF 2 α  (21,4%),  ver i f icou-se uma 

tendência (P<0,10)  destes dois  grupos para valores s igni f icat ivamente mais e levados de 
embr iões em BL re lat ivamente ao grupo Indo (6,7%).  Em D9,  ver i f icou-se um aumento 
s igni f icat ivo da percentagem de embr iões em BL nos grupos Indo+PGF 2 α  (23,1%) e PGF 2 α  

(18,6%) em re lação ao grupo Testemunha (2,5%).  Em D10,  há uma tendência (P<0,10)  para uma 
percentagem mais e levada de embr iões em estadio de bastóc i to expandido (BLE) no grupo 
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tratado com Indo+PGF 2 α  (65,2%) re lat ivamente ao grupo PGF 2 α  (41,9%; P<0,10) .  Em estadio de 
extrusados (EXT),  no t ratamento com Indo+PGF 2 α  há também tendência (P<0,10)  para uma 
percentagem de embr iões mais baixa (34,8%) do que a observada no grupo PGF 2 α  (58,1%).  

Na exper iência 2 (Gráf ico 2) ,  ao d ia 7 de cul tura,  o grupo Indo+PGE 2  apresentou 
s igni f icat ivamente menos mórulas (7,3%) que os grupos Indo (31,6%) e PGE 2  (25,6%).  Em 
estadio de BL,  é o grupo da Indo que apresenta valores s igni f icat ivamente in fer iores (5,3%) 
re lat ivamente aos grupos Testemunha (21,7%),  grupo Indo+PGE 2  (31,7%) e grupo PGE 2  
(17,9%).  Em estadio de BLE e no mesmo dia,  ver i f icou-se que o grupo Indo+PGE 2  fo i  
s igni f icat ivamente in fer ior  (12,2%),  quer  ao grupo Testemunha (30,4%) quer  ao grupo Indo 
(28,9%).  Já em D8,  o grupo Indo apresentou s igni f icat ivamente menos embr iões em estadio de 
JBL (7,1%) do que o grupo Indo+PGE 2  (21,2%).  O grupo Testemunha apresentou uma taxa de 
embr iões em BL s igni f icat ivamente in fer ior  (9,1%) à  dos grupos Indo (21,4%) e PGE 2  (32,7%).  
Ainda em D8 e no estadio de BLE, não houve d i ferenças s igni f icat ivas entre os t ratamentos.  No 
estadio EXT, o grupo Testemunha fo i  s ign i f icat ivamente super ior  (9,1%) em re lação ao grupo 
PGE2  (0%),  tendo o grupo Indo+PGE 2  apresentado valores s igni f icat ivamente mais e levados 
(9,6%) do que o grupo PGE 2  (0%) neste estadio.  Em D9,  apenas se ver i f icaram di ferenças 
s igni f icat ivas no estadio de BL entre os grupos Testemunha e Indo+PGE 2  (2 ,0% vs.  14,3%, 
respect ivamente)  a favor  deste ú l t imo t ratamento.  Em D10,  não foram encontradas d i ferenças 
s igni f icat ivas entre os quatro grupos estudados.  

 
Gráfico 2.  Estadio de desenvolv imento embr ionár io (Exper iência 2 -  PGE2).  

 
 Na exper iência 3 (Gráf ico 3) ,  ver i f icou-se que em D7,  o grupo Testemunha apresentou no 
estadio de M, uma taxa de embr iões s igni f icat ivamente in fer ior  (5,9%) re lat ivamente aos grupos 
Indo (26,5%) e Indo+PGE 1  (25,0%).  Em estadio de JBL,  o grupo Testemunha demonstrou uma 
taxa de embr iões s igni f icat ivamente super ior  (32,4%) em re lação ao grupo PGE 1  (12,5%).  Em 
BL,  o grupo PGE 1  é  s igni f icat ivamente super ior  (34,4%) aos grupos Indo (5,9%) e Indo+PGE 1  
(12,5%),  enquanto em BLE não houve d i ferenças entre os grupos.  Em D8,  apenas se ver i f icaram 
di ferenças s igni f icat ivas no estadio de BL,  re lat ivamente ao grupo Indo,  que apresentou uma 
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taxa de embr iões s igni f icat ivamente super ior  (26,3%),  quer  em re lação ao grupo Testemunha 
(6,8%),  quer  em re lação ao t ratamento com PGE 1  (10,0%).  Em D9 houve apenas d i ferenças 
entre os t ratamentos nos embr iões em estadio de BL,  tendo o grupo Testemunha apresentado 
uma taxa de embr iões s igni f icat ivamente in fer ior  (0,0%) re lat ivamente às  dos grupos Indo+PGE 1  

(7 ,7%) e PGE1  (8 ,6%).  Em D10,  o grupo Indo+PGE 1  apresentou uma taxa de embr iões no 
estadio de BL s igni f icat ivamente mais e levada (37,5%) do que a ver i f icada nos outros 
t ratamentos,  Testemunha (0%),  Indo (5,9%) e PGE 1  (0%).  No estadio de BLE, o grupo 
Testemunha apresentou uma taxa de embr iões s igni f icat ivamente mais baixa (0,0%) que a dos 
t ratamentos com Indo (29,4%) e com PGE 1  (60,0%),  tendo este ú l t imo apresentado uma taxa 
s igni f icat ivamente mais e levada que a do grupo Indo+PGE 1  (60,0% vs.  16,7%).  Relat ivamente ao 
estadio EXT, o grupo Testemunha apresentou uma taxa de embr iões s igni f icat ivamente super ior  
(100%) às  de todos os outros t ratamentos,  grupo Indo (64,7%),  grupo Indo+PGE 1  (45,8%) e 
grupo PGE 1  (40,0%).  
 
Gráfico 3.  Estadio de desenvolv imento embr ionár io (Exper iência 2 -  PGE1).  

 
DISCUSSÃO E CONCLUSÕES 
 

Nas t rês exper iências efectuadas ver i f icou-se que a indometazina incorporada no meio 
de fer t i l ização provocou uma diminuição s igni f icat iva das taxas de fer t i l ização dos oóci tos 
bovinos re lat ivamente ao grupo não suplementado,  ev idenciando assim que ex is tem 
prostaglandinas essencia is  ao mecanismo da fer t i l ização.  Os resul tados parecem estar  de 
acordo com outros t rabalhos em espécies d i ferentes,  nomeadamente em rat inhos (Hayashi  e  
col . ,  1988).  Estes autores ver i f icaram uma diminuição s igni f icat iva da v iabi l idade dos 
espermatozóides de rat inho e da sua taxa de fer t i l ização,  quando adic ionaram indometazina ao 
meio de fer t i l ização in  v i t ro .  Das t rês prostaglandinas testadas no presente t rabalho,  ver i f icou-
se que a PGE 2  e  a PGE 1  conseguiram inver ter  o efe i to  da indometazina,  aproximando os valores 
da taxa de fer t i l ização aos dos observados nos grupos testemunhos,  parecendo ser  necessár ias 
ao mecanismo da fer t i l ização.  No entanto,  a PGE 1  não consegue recuperar  esses valores 
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quando suplementada iso ladamente,  sendo provavelmente a sua acção pre judicada pela 
presença de outras prostaglandinas cuja s íntese não fo i  in ib ida.  Também Ai tken e col .  (1985,  
1986),  em humanos,  ev idenciaram um aumento s igni f icat ivo da taxa de penetração de 
espermatozóides em oóci tos desnudados de hamster ,  quando incubaram os mesmos em meio 
com PGE 2  e  PGE1, não se ver i f icando nenhum efe i to  quando a incubação fo i  fe i ta  com PGF 2 α .  
Também no nosso t rabalho,  a PGF 2 α ,  iso ladamente ou em associação com a indometazina,  não 
fo i  capaz de inver ter  o efe i to  negat ivo do in ib idor ,  podendo conclu i r -se que,  a ser  s intet izada 
durante a cul tura,  esta prostaglandina exerce um efe i to  negat ivo d i recto no mecanismo de 
fer t i l ização.  

Não encontrámos resul tados na b ib l iograf ia  re lac ionados com o efe i to  que as PG 
adic ionadas ao meio FERT poderão exercer  sobre o desenvolv imento embr ionár io poster ior .  
Apenas Gurevich e col .  (1993),  em bovinos,  apresentaram resul tados sobre a síntese de PG por  
par te dos z igotos durante o per íodo imediatamente pós fer t i l ização até cerca de 48 horas 
depois.  No conjunto das t rês exper iências descr i tas,  podemos conclu i r  que a PGF 2 α  incorporada 
iso ladamente no meio FERT diminuiu a v iabi l idade dos embr iões ao 8º d ia do seu 
desenvolv imento,  o que não aconteceu com as restantes PG testadas.  Pelo contrár io ,  a 
presença no meio de outras PG, quando este é suplementado com PGF 2 α  durante a fer t i l ização,  
neutra l izou o seu efe i to  negat ivo ver i f icado ao D8.  Quanto à  qual idade dos embr iões em D8,  
ver i f icou-se que a in ib ição da síntese das t rês PG  testadas durante a fer t i l ização provocou uma 
diminuição s igni f icat iva dos embr iões de melhor  qual idade (Gr2)  na exper iência 1 e um aumento 
dos embr iões de p ior  qual idade (Gr4)  na exper iência 2 e 3.  Apenas a PGE 2  conseguiu melhorar  
a qual idade dos embr iões re lat ivamente ao grupo in ib ido,  chegando mesmo a  or ig inar  embr iões 
de melhor  qual idade que o grupo testemunho,  quando adic ionada com a Indo no meio de 
fer t i l ização.  As d i ferenças s igni f icat ivas entre os t ratamentos para os d i ferentes estadios de 
desenvolv imento nos d ias 7 e 8,  anularam-se re lat ivamente ao at raso ou avanço do cresc imento 
embr ionár io dos d i ferentes grupos nos d ias 9 e 10,  suger indo que nesta fase ex is tem factores 
que neutra l izam o efe i to  dos t ratamentos inst i tu ídos durante a fase de fer t i l ização.   
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