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RESUMO

As prostaglandinas (PG) parecem estar envolvidas nas vérias fases de maturacdo dos

o6citos e spz, influenciando assim o posterior processo de fertilizacdo e desenvolvimento
embrionario. Pretendeu-se determinar o efeito da suplementacdo do meio de fertilizacdo,
(FERT) com um inibidor de sintese das prostaglandinas (indometazina - Indo) e PGF;,, PGE; e
PGE:, sobre a clivagem, qualidade, viabilidade e desenvolvimento embrionario. Na exp.1 (10
sessdes, 1204 odbcitos) o meio FERT (TALP + Heparina + PHE) foi suplementado com PGF3,,
constituindo-se 0s seguintes grupos: Testemunha; Indo (2,8 x 105 M), PGF2, (1,4 x 107 M) e
Indo+PGF2, (2,8 x 10> M + 1,4 x 107 M). Na exp.2 (10 sessbes, 1247 odcitos) e exp.3 (9
sessfes, 1281 odcitos) realizaram-se 0s mesmos tratamentos, substituindo-se a PGF2, por
PGE, (exp.2) e PGE: (exp.3). Na fertilizacdo utilizou-se sémen descongelado, processado pelo
método do swim-up (TALP s/Ca com cafeina) durante 1 hora, sendo utilizada uma concentragao
final de 1x108 spz/mL. Apds 22 horas de incubagdo os oocitos inseminados foram transferidos
para um sistema de co-cultura com células da granulosa (TCM 199 + 10% soro de vaca
superovulada) e as 48 horas avaliou-se a clivagem, tendo-se acompanhado o desenvolvimento
embrionario até i fase de extrusdo. A qualidade dos embrides foi avaliada ao 8° dia de
desenvolvimento utilizando uma escala que variou de grau 1 (muito bom) a grau 4 (mau).
Em todas as experiéncias, a inibicdo da sintese das PG (Indo) reduziu significativamente a taxa
de fertilizacdo relativamente ao grupo testemunha (menos 14,8%; 8,3% e 7,6%, respectivamente
nas experiéncias 1-3; P<0,05). A PGF,,, isoladamente ou em associa¢cdo com a Indo, ndo foi
capaz de inverter o efeito negativo da Indo sobre a taxa de fertilizacdo, relativamente ao grupo
testemunha (58,3% e 56,4% vs. 67,8% respectivamente; P<0,05 ). A PGE;, na auséncia ou
presenca de outras PG (Indo+PGE. e PGEz), conseguiu inverter o efeito negativo da
indometazina sobre a clivagem observada no grupo testemunha (56,0% e 52,2% vs. 59,1%,
respectivamente; P>0,05). A PGE; sé conseguiu esta inversdo do efeito negativo da
indometazina, na auséncia de outras PG (PGE:+Indo: 51,6% vs. 55,3%; P>0,05). Quando na
presenca de outras PG, a PGE:; ndo conseguiu aproximar a taxa de clivagem a do grupo
testemunha (PGE1: 47,2% vs. 55,3%; P<0,04), sugerindo que a sua ac¢ao sobre este mecanismo
depende de outras PGs. Relativamente ao desenvolvimento embrionario verificou-se que as
diferencas significativas entre os tratamentos para os diferentes estadios de desenvolvimento
nos dias 7 e 8 anulam-se relativamente ao atraso ou avanco do crescimento embrionario dos
diferentes grupos para os dias 9 e 10. A inibicdo da sintese das PG no meio FERT prejudicou a
qualidade dos embriGes ao 8° dia de desenvolvimento, salientando-se a accdo da PGE; que
melhorou significativamente a qualidade dos embrides relativamente ao grupo testemunha.
Estes resultados evidenciam um papel determinante de algumas prostaglandinas sobre a
fertilizacdo e qualidade dos embrides, identificando-se a PGE, e a PGE; com um papel positivo,
embora esta (ltima na dependéncia de outras PG.

SUMMARY

Prostaglandins (PG) have been reported to be involved in different stages of oocyte and
sperm maturation, affecting subsequent fertilisation and embryo development. The purpose of
this study was to determine the effect of a PG synthesis inhibitor (indomethacin, Indo) and of
PGF2a, PGE2 and PGE1l added to the fertilisation medium (FERT), on cleavage and embryo
development rates and on embryo quality at Day 8 (D8) of culture. In experiment 1 (Exp. 1, 10
trials, 1204 oocytes), PGF2a was added to FERT (TALP+heparin+tPHE) according to the
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following treatments: Control (C); indomethacin (Indo, 2,8x105 M); PGF2, (1,4x10-7 M) and Indo
(2,8x10-> M) + PGF2a (1,4x10-7 M). In experiment 2 (Exp. 2, 10 trials, 1247 oocytes) and in exp.
3 (Exp. 3, 9 trials, 1281 oocytes) PGF2, was replaced by PGE2 (Exp.2) and by PGE; (Exp.3),
following the same treatments as described above. Bovine thawed semen was processed by
swim-up for 1 hour in calcium-free TALP medium with caffeine. A final sperm concentration of
1x10% sperm/mL was used for insemination. After 22 hours of incubation, embryos were
transferred to a granulosa cell co-culture system (1x106 cells/mL of TCM199 + 10% oestrus
superovulated cow serum). Embryos were evaluated for cleavage by 48 hours after insemination
and throughout development from D8 until the hatched blastocyst stage. Embryo quality was also
assessed at D8 and embryos were classified from gradel (very good) to grade 4 (poor).

Results show that prostaglandin inhibition significantly reduced fertilisation rates in all
experiments (14,8%, 8,3% and 7,6% less in Indo groups, from experiments 1 to 3, respectively,
than in control group, P<0,05). PGF;,, was unable to reverse the negative effect of indomethacin
on fertilisation rates (58,3% and 56,4%, in PGF,, and Indo+PGF,, groups, respectively, vs
67,8% in control group; P<0.05). PGE; could reverse that effect, either in the presence of other
prostaglandins or alone (52,2% and 56,0% in PGE; and Indo+PGE, groups, respectively, vs.
59,1% in control; P>0,05). PGE; could only reverse that negative effect in Indo+PGE; group
(51,6% vs 55,3% in control; P>0,05). When other prostaglandins were present, PGE1 could not
reach the control group fertilisation rates (PGE1=47,2% vs Control=55,3%; P<0,04), suggesting
that its effect on fertilisation depends on the presence of other PGs. Significant differences
among treatments on different stages of embryo development by D7 and D8 disappeared through
a delay or a progress in embryo development by D9 and D10 for the same treatments. PG
synthesis inhibitor added to the fertilisation medium had a detrimental effect on D8 embryo
quality, while PGE; significantly improved quality when compared to the control group. These
results indicate that some PG have an essential role on embryo fertilisation and quality, such as
PGE; and PGE;, which showed a positive effect on these mechanisms, although PGE; effect
depends on the presence of other PG.

INTRODUCAO

As prostaglandinas (PG) sdo hormonas presentes na totalidade dos tecidos do tracto
reprodutivo dos animais domésticos, pelo que os processos fundamentais da reproducdo, como
a maturacdo dos gametas masculino e feminino, a fertilizacdo e o préprio desenvolvimento
embrionario, parecem depender da sua actua¢do. De facto, a PGE, parece exercer um efeito
estimulante da maturacdo do odcito bovino in vitro, quer antagonizando a acc¢do de outros
prostandides prejudiciais, quer estimulando directamente a meiose (Marques e col., 1997).
Também nos bovinos, o enzima necessario a sintese destas hormonas, a ciclooxigenase, esta
presente na regido apical da cabega dos espermatozdides, na regido pos-acrosomal e cauda,
sugerindo que as PG tém diferentes fun¢gdes de acordo com a localizacdo anatémica da sua
sintese. Enquanto a presenca a nivel da cabega poderd estar relacionada com a reacg¢do
acrosémica, a nivel da cauda ela poderda ser fundamental para o processo metabdlico de
producdo de energia necesséria & motilidade dos espermatozéides (Shalev e col., 1994). A
capacidade de fertilizagdo implica por parte dos espermatozdides a aquisi¢do de movimentos de
hiperactivagdo e posteriormente a reacgdo acrosémica, fenémenos que se verificam apenas
ap6s a sua incubacdo durante algumas horas no tracto genital feminino ou apds condicdes
especificas de cultura in vitro (Harrison, 1996).

O trabalhos de Baptista e col. (2000), utilizando a tecnologia de producdo in vitro de
embrides bovinos, tiveram como objectivo determinar o efeito da suplementagdo de algumas
prostaglandinas, a PGF,, e a PGE:, e da sua inibicdo pela indometazina, sobre a clivagem,
sendo essa suplementacdo efectuada numa fase inicial de maturacdo dos espermatozdides, a
fase de capacitacdo (Baptista e col., 2000). Nenhum estudo tinha referido até aqui o efeito das
prostaglandinas sobre a clivagem e posterior desenvolvimento embrionario in vitro, adicionando-
se as hormonas quer ao meio de capacitacdo, quer ao meio de fertilizacdo. Com o presente
trabalho pretende determinar-se o efeito de um inibidor da sintese das prostaglandinas, a
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indometazina, e da PGF,,, PGE; e PGE1, sobre a clivagem e sobre a qualidade, viabilidade e
desenvolvimento embrionario bovinos in vitro. sendo essa suplementacdo feita no meio de
fertilizacdo, correspondendo a uma fase mais tardia da maturagdo dos gametas masculinos.

MATERIAL E METODOS

Colheita e maturacdo de od6citos in vitro: Os ovarios sdo recolhidos no matadouro
regional de Santarém, sendo transportados até ao laboratério em solucdo tamponada fosfatada
(PBS) enriquecida com antibidtico e albumina sérica bovina (BSA), a 37°C. Os foliculos ovaricos
de 2 a 8 mm de didmetro sdo aspirados com agulhas de 19-g e seringas de 10ml, em ambiente
esterilizado no interior de camara de fluxo laminar. Do liquido folicular assim obtido
seleccionam-se 0s o6citos envolvidos por uma ou varias camadas compactas de células do
cumulus (COC) néo expandidas, e com citoplasma uniformemente regular. Os odcitos
seleccionados seguem para a maturacdo em meio proprio (TCM 199, enriquecido com 5% de
soro de vaca em cio superovulada, 100Ul ml-1 de penicilina, 100nmg ml-! de estreptomicina e 3
a 5 x106 células da granulosa em suspensdo por ml de meio), durante um periodo de 24 horas
em estufa incubadora a 39°C com 5 % de CO2 e maxima humidade (Marques e col., 1997).

Capacitacdo dos espermatozéides in vitro: O sémen, previamente descongelado a 37°C e
colocado no fundo de tubos de vidro contendo meio Tyrode modificado (TALP), sem calcio e
suplementado com 48,55 g ml-! de cafeina, é posto a maturar durante uma hora em estufa
incubadora a 39°C com 5% de CO2 e méaxima humidade. Durante este periodo, oS
espermatozoides mais activos progridem até & superficie do liquido de capacitacdo (swim-up),
sendo depois o liquido sobrenadante que os contém recolhido, centrifugado a 5009 durante 10
minutos e o residuo concentrado. A concentracdo é em seguida determinada em camara
hematimétrica de Neubauer (Baptista e col., 2000).

Fertilizacdo in vitro: A fertilizacdo é feita em microgotas de 40m de meio especifico
(FERT: meio TALP modificado com calcio, suplementado com 30 ng ml-t de heparina e 4%, vlv,
de penicilamina, hipotaurina e epinefrina, 100Ul ml* de penicilina e 100mg ml-! de
estreptomicina), submersas em 6leo mineral, em estufa incubadora e nas condicdes fisicas ja
referidas anteriormente, durante 22 horas. Em cada microgota sdo colocados 10 odcitos ja
maturados, com apenas uma a duas camadas de células do cumulus, e os espermatozdides

preparados como referimos anteriormente, na concentracdo de 1x 106 spz ml™. Depois do
periodo de fertilizacdo, os o6citos inseminados sdo transferidos para placas de cultura celular,
contendo gotas com monocamadas de células da granulosa, ja com um periodo de cultura de 48
horas (Pereira e col., 1997). Cerca de 48 horas ap6s a insemina¢gdo podem observar-se ja 0s
odcitos que clivaram, encontrando-se estes no estadio de duas ou mais células.

De acordo com os tratamentos instituidos no meio de fertilizacdo (FERT), delinearam-se
as seguintes experiéncias:

Experiéncia 1 (10 sessdes com um total de 1204 odcitos inseminados), em que foi
testada a PGF24a, constituindo-se os seguintes grupos: Grupo Testemunha (n=323), sem
suplementa¢do, grupo PGF., (n=290), com meio de fertilizagdo suplementado com PGF;, , na
dose de 1,4 x 10-7"M (Gurevich e col., 1993), grupo Indometazina (Indo, n=302), sendo o0 meio
suplementado com indometazina na dose de 2,8 x 105> M (Okuda e col.,, 1995) e grupo
Indo+PGF,, (n=289), em que ambos os produtos foram adicionados ao meio FERT nas doses ja
referidas para cada um deles.

Experiéncia 2 (10 sessfes, com um total de 1247 odcitos inseminados), que testou a
PGE,, constituindo-se grupos semelhantes: Testemunha (n=318), grupo PGE, (n=316), em que
esta PG foi suplementada na dose de 1,4 x 10-"M, grupo Indometazina (n=311), na dose de 2,8
x 10> M e grupo Indo+PGE;, (n=302,10 sessfes), adicionando-se simultaneamente os dois
produtos em doses idénticas.

Experiéncia 3 (9 sessdes, num total de 1281 odcitos inseminados), que utilizou a PGE;
no meio de fertilizacdo, de acordo com o0s seguintes grupos: Testemunha (n=318), grupo PGE;
(n=322), em que esta PG foi suplementada na dose de 1,4 x 10-7M, grupo Indometazina
(n=321), na dose de 2,8 x 10->M e grupo Indo+ PGE; (n=320).
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Desenvolvimento embrionério in vitro: A observacdo do desenvolvimento embrionéario
inicia-se ao 6° dia pos-inseminacdo (pi,) continuando até a fase da sua eclosdo da zona
peltcida, que se verifica nos bovinos entre 0 9° e o 11° dias pi, passando pelos estadios de
moérula compacta (6° dia), jovem blastocito (7° dia), blastécito (8° dia) e blastécito expandido
(entre o 8° e 11° dias pi). Durante as véarias fases do seu desenvolvimento, os embrides séo
classificados segundo uma escala de qualidade que varia entre o grau 1 (Gr 1), abarcando os
embrides excelentes sem sinais de degenerescéncia, em que o estadio de desenvolvimento
corresponde & sua idade, e o grau 4 (Gr 4), que engloba os embrides degenerados ou com
atrasos elevados no seu desenvolvimento.

O efeito dos tratamentos instituidos durante a fase de fertilizagdo foi determinado pela
taxa de clivagem (o6citos clivados/odcitos inseminados x 100), pelo numero de embrides
produzidos entre os 7 e 0s 10 dias (embriées produzidos/oécitos clivados x 100) e pela taxa de
embrides extrusados (embrides extrusados/blastécitos x 100), utilizando o teste do qui-quadrado
entre 0s varios gupos nas trés experiéncias descritas.

RESULTADOS

Nas trés experiéncias efectuadas verifica-se que a indometazina adicionada ao meio de
fertilizagdo provoca uma diminui¢do significativa das taxas de fertilizacdo dos odcitos,
relativamente ao grupo Testemunha (menos 14,8%, 8,3% e 7,6%, respectivamente nas
experiéncias 1 a 3).

A PGF,, (experiéncia 1), isoladamente ou em associacdo com a Indo, ndo consegue
inverter o efeito negativo da indometazina relativamente ao grupo Testemunha, apresentando
valores significativamente mais baixos. (58,3% e 56,4% vs. 67,8%, respectivamente, Tabela 1).

Tabela 1. Efeito das varias PG adicionadas ao meio FERT sobre as taxas de fertilizacdo (%) de
o6citos maturados in vitro (Experiéncias 1 e 2, 10 réplicas e Experiéncia 3, 9 réplicas. n =
o6citos inseminados).

Grupos Experiéncia 1 (PGF,, )  Experiéncia 2 (PGE;)  Experiéncia 3 (PGEy)

n % n % n %

| - Testemunha 323 67,82 318 59,12 318 55,32

[l - Indo 302 53,00 311 50,8 321 4770

[l -Indo+PG 289 56,4 302 56,0 320 b5l6®

IV - PG 290 58,30 316 522 322 4720

Valor de P (c?) I-II: 0,0001 I-1I: 0,036 I-1I: 0,052
-1 0,004 I-IV: 0,039
[-IV: 0,015

Na experiéncia 2 (Tabelal), verificou-se que o grupo da Indo provocou uma diminui¢cdo
significativa da taxa de fertilizacdo relativamente ao grupo Testemunha (50,8% vs 59,1%). A
PGE,, quer associada a Indo quer isoladamente, conseguiu elevar este indice para valores néo
significativamente diferentes do grupo Testemunha. Na experiéncia 3 (Tabela 1), o grupo
Testemunha apresentou uma taxa de fertilizagdo significativamente superior 8 dos grupos Indo e
PGE; (53,3% vs. 47,2% e 47,2%, respectivamente). A PGE; associada 4 Indo, conseguiu elevar
a taxa de fertilizacdo para um valor ndo significativo relativamente ao grupo Testemunha.

Quanto ao efeito dos tratamentos instituidos no meio FERT sobre a producdo de
embrides ao dia 7 (D7), dia 8 (D8) e extrusados, verifica-se que nas 3 experiéncias efectuadas
ndo foram encontradas diferencas significativas em relacdo & producdo de embribes em D7 e
embrides extrusados (Tabela 2).
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Tabela 2. Efeito das PG adicionadas ao meio FERT sobre a producdo de embrides (%) em
diferentes dias de cultura (10 réplicas; n = embrides clivados).

Experiéncia 1 (PGF2a ) Experiéncia 2 (PGE) Experiéncia 3 (PGE;)
D7 D8 EXT D7* D8 EXT D7** D8 EXT

Grupos n n n
%) (%) (%) %) (%) (%) (%) (%) (%)
|- Testemunha 219 205 196® 605 172 267 293 655 160 213 250 747
Il - Indo 160 20,0 188» 567 143 266 266 762 138 246 248 737
lll-Indot PG 163 196 16,62 51,9 155 265 308 67,3 148 216 255 78,6
IV - PG 169 26,0 249> 667 147 265 297 633 134 239 263 650
Valor de P(c?) P>005 0 or P>005 P>005 P>005 P>0,05 P>005 P>005 P>0,05

* 9 réplicas ; ** 8 réplicas

Em D8, na experiéncia 1 (Tabela 2), o grupo Indo+PGF,, apresentou uma produgdo de
embrides significativamente mais baixa (16,6%) do que a observada no grupo PGF,, (24,9%),
sendo este tratamento o que apresentou valores absolutos mais elevados (embora néo
significativos) nas outras duas fases de crescimento consideradas. Nas experiéncias 2 e 3
(Tabela 2) ndo foram encontradas diferengas significativas entre os tratamentos, em nenhuma
das fases de crescimento estudadas.

Tabela 3. Influéncia dos tratamentos com PG no meio FERT, sobre a qualidade dos embrides ao
8° dia de cultura (grau 1 = muito bom .... grau 4 = mau; 10 réplicas).

Grupos Embrides Distribuicdo da qualidade (%)
emD8(n)  Graul Grau 2 Grau 3 Grau 4
o |-Testemunha 43 2,3 20,92 30,22 46,5
&  ll-Indo 30 3,3 3,3b 60,0 33,3
= Ill-Indo+PGFo, 27 37 2592 3332 37,0
& IV-PGF 42 2,4 11,9 47,6 38,1
& " ValordeP (c) P>0,05  M1:0026 .00 P>0,05
& II-11:0,014  1I-11l: 0,044
| =Testemunha 55 3,6 27,3 % 41,8 27,32
W - indo 42 0 19,0 31,0 50,0
= - Indo+PGE; 52 58 44,2 30,8 19,22
S IV-PGE 49 0 7% 401 2452
%i Valor de P (c?) P>0,05  I:0,067  P>0,05 I: 0,022
2 II-11: 0,01 I1-111; 0,002
II-IV: 0,032 I1-IV: 0,044
= | -Testemunha 44 0 29,5 40,9 2952
& 1~ Indo 38 0 21,1 316 47,4t
~  lll-Indo+PGE; 42 24 357 38,1 2382
2 IV-PGE 40 0 27,5 37,5 35,0
2 ValordeP(c? P>005  P>0,05 P>0,05 I-1: 0,097
&S Il-11: 0,027

Na Tabela 3 apresentam-se os resultados dos tratamentos a incorporacdo de PGs no
meio de fertilizacdo, sobre a qualidade de embriGes em D8. Na experiéncia 1, ndo houve
diferencas significativas entre tratamentos relativamente aos embrides de grau 1 (Grl). Em grau
2 (Gr2) houve significativamente menos embrifes no grupo da Indometazina (3,3%) do que nos
grupos Testemunha (20,9%) e Indo+PGF;, (25,9%). Em grau 3 (Gr3), a Indometazina apresenta
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uma percentagem de embrides significativamente superior & dos grupos Testemunha e
Indo+PGF,, (60,0% vs. 30,2% e 33,3%, respectivamente). Em grau 4 (Gr4), ndo foram
encontradas diferencas entre os varios tratamentos. Quanto a qualidade dos embriées em D8 na
experiéncia 2, em que a PGE; é incorporada no meio de fertilizacdo, verificou-se ainda que ela
ndo apresentou diferencas na classe de embrides de Grl. Em embrides de Gr2, o grupo Indo
apresentou uma taxa de embrifes significativamente mais baixa (19,0%) que 0S grupos
Indo+PGE; (44,2%) e PGE; (34,7%). O grupo Indo+PGE, apresentou uma taxa de embrifes de
Gr2 significativamente mais elevada (44,2%) que os grupos Testemunha (27,3%) e Indo (19,0%).
Em embrides de Gr3, ndo houve diferencas entre os tratamentos. Em embrides de Gr4 (a classe
de pior qualidade), o grupo Indo apresentou uma percentagem significativamente superior a dos
restantes grupos, dobrando as incidéncias neles observadas. Na experiéncia 3, o grupo Indo
(47,4%) lidera de forma significativa a classe de embrides de pior qualidade (Gr4) relativamente
aos grupos Testemunha (29,5%) e Indo+PGE; (23,8%).

Quanto & velocidade de crescimento dos embrides entre os dias 7 e 10 de
desenvolvimento, verifica-se que, na experiéncia 1 (Grafico 1), relacionada com a incorporacgao
de PGF,, a0 meio FERT, ndo foram encontradas diferencas significativas entre os tratamentos
apenas em D7. Em D8 verificou-se uma taxa significativamente mais elevada de mérulas (M) no
grupo Indo (10,0%), relativamente ao grupo Testemunha (0,0%) e uma taxa significativamente
inferior de embrides em estadio de blastécito (BL) no grupo Indo (6,7%) em relacdo ao grupo
Testemunha (25,6%).

Grafico 1. Estadio de desenvolvimento embrionario (Experiéncia 1 - PGF3,).
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Relativamente aos grupos Indo+PGF., (22,2%) e PGF2, (21,4%), verificou-se uma
tendéncia (P<0,10) destes dois grupos para valores significativamente mais elevados de
embrides em BL relativamente ao grupo Indo (6,7%). Em D9, verificou-se um aumento
significativo da percentagem de embribes em BL nos grupos Indo+PGF., (23,1%) e PGF2,
(18,6%) em relacdo ao grupo Testemunha (2,5%). Em D10, h4 uma tendéncia (P<0,10) para uma
percentagem mais elevada de embrides em estadio de bastocito expandido (BLE) no grupo
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tratado com Indo+PGF,, (65,2%) relativamente ao grupo PGF,, (41,9%; P<0,10). Em estadio de
extrusados (EXT), no tratamento com Indo+PGF,, ha também tendéncia (P<0,10) para uma
percentagem de embrides mais baixa (34,8%) do que a observada no grupo PGF2, (58,1%).

Na experiéncia 2 (Grafico 2), ao dia 7 de cultura, o grupo Indo+PGE, apresentou
significativamente menos morulas (7,3%) que os grupos Indo (31,6%) e PGE, (25,6%). Em
estadio de BL, é o grupo da Indo que apresenta valores significativamente inferiores (5,3%)
relativamente aos grupos Testemunha (21,7%), grupo Indo+PGE. (31,7%) e grupo PGE;
(17,9%). Em estadio de BLE e no mesmo dia, verificou-se que o grupo Indo+PGE; foi
significativamente inferior (12,2%), quer ao grupo Testemunha (30,4%) quer ao grupo Indo
(28,9%). J& em D8, o grupo Indo apresentou significativamente menos embrifes em estadio de
JBL (7,1%) do que o grupo Indo+PGE; (21,2%). O grupo Testemunha apresentou uma taxa de
embrides em BL significativamente inferior (9,1%) & dos grupos Indo (21,4%) e PGE; (32,7%).
Ainda em D8 e no estadio de BLE, ndo houve diferencas significativas entre os tratamentos. No
estadio EXT, o grupo Testemunha foi significativamente superior (9,1%) em relacdo ao grupo
PGE, (0%), tendo o grupo Indo+PGE;, apresentado valores significativamente mais elevados
(9,6%) do que o grupo PGE, (0%) neste estadio. Em D9, apenas se verificaram diferencas
significativas no estadio de BL entre os grupos Testemunha e Indo+PGE; (2,0% vs. 14,3%,
respectivamente) a favor deste dltimo tratamento. Em D10, ndo foram encontradas diferencas
significativas entre os quatro grupos estudados.

Gréafico 2. Estadio de desenvolvimento embrionario (Experiéncia 2 - PGE2).
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Na experiéncia 3 (Gréafico 3), verificou-se que em D7, o grupo Testemunha apresentou no
estadio de M, uma taxa de embrides significativamente inferior (5,9%) relativamente aos grupos
Indo (26,5%) e Indo+PGE; (25,0%). Em estadio de JBL, o grupo Testemunha demonstrou uma
taxa de embrides significativamente superior (32,4%) em relagdo ao grupo PGE; (12,5%). Em
BL, o grupo PGE;: é significativamente superior (34,4%) aos grupos Indo (5,9%) e Indo+PGE;
(12,5%), enquanto em BLE néo houve diferencas entre os grupos. Em D8, apenas se verificaram
diferencas significativas no estadio de BL, relativamente ao grupo Indo, que apresentou uma
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taxa de embrides significativamente superior (26,3%), quer em relacdo ao grupo Testemunha
(6,8%), quer em relagdo ao tratamento com PGE; (10,0%). Em D9 houve apenas diferencas
entre os tratamentos nos embrifes em estadio de BL, tendo o grupo Testemunha apresentado
uma taxa de embrides significativamente inferior (0,0%) relativamente as dos grupos Indo+PGE;
(7,7%) e PGE; (8,6%). Em D10, o grupo Indo+PGE; apresentou uma taxa de embrides no
estadio de BL significativamente mais elevada (37,5%) do que a verificada nos outros
tratamentos, Testemunha (0%), Indo (5,9%) e PGE:; (0%). No estadio de BLE, o grupo
Testemunha apresentou uma taxa de embrides significativamente mais baixa (0,0%) que a dos
tratamentos com Indo (29,4%) e com PGE; (60,0%), tendo este Ultimo apresentado uma taxa
significativamente mais elevada que a do grupo Indo+PGE; (60,0% vs. 16,7%). Relativamente ao
estadio EXT, o grupo Testemunha apresentou uma taxa de embrides significativamente superior
(100%) as de todos os outros tratamentos, grupo Indo (64,7%), grupo Indo+PGE; (45,8%) e
grupo PGE; (40,0%).

Gréafico 3. Estadio de desenvolvimento embrionario (Experiéncia 2 - PGE1).
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DISCUSSAO E CONCLUSOES

Nas trés experiéncias efectuadas verificou-se que a indometazina incorporada no meio
de fertilizacdo provocou uma diminuicdo significativa das taxas de fertilizacdo dos odcitos
bovinos relativamente ao grupo ndo suplementado, evidenciando assim que existem
prostaglandinas essenciais ao mecanismo da fertilizacdo. Os resultados parecem estar de
acordo com outros trabalhos em espécies diferentes, nomeadamente em ratinhos (Hayashi e
col., 1988). Estes autores verificaram uma diminuicdo significativa da viabilidade dos
espermatozodides de ratinho e da sua taxa de fertilizagdo, quando adicionaram indometazina ao
meio de fertilizacdo in vitro. Das trés prostaglandinas testadas no presente trabalho, verificou-
se que a PGE; e a PGE; conseguiram inverter o efeito da indometazina, aproximando os valores
da taxa de fertilizagdo aos dos observados nos grupos testemunhos, parecendo ser necesséarias
ao mecanismo da fertilizacdo. No entanto, a PGE: ndo consegue recuperar esses valores
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quando suplementada isoladamente, sendo provavelmente a sua acc¢do prejudicada pela
presenca de outras prostaglandinas cuja sintese nédo foi inibida. Também Aitken e col. (1985,
1986), em humanos, evidenciaram um aumento significativo da taxa de penetracdo de
espermatozdides em odécitos desnudados de hamster, quando incubaram 0s mesmos em meio
com PGE; e PGEL, néo se verificando nenhum efeito quando a incubacéo foi feita com PGF3,.
Também no nosso trabalho, a PGF,,, isoladamente ou em associacdo com a indometazina, ndo
foi capaz de inverter o efeito negativo do inibidor, podendo concluir-se que, a ser sintetizada
durante a cultura, esta prostaglandina exerce um efeito negativo directo no mecanismo de
fertilizacao.

Ndo encontramos resultados na bibliografia relacionados com o efeito que as PG
adicionadas ao meio FERT poderdo exercer sobre o desenvolvimento embrionario posterior.
Apenas Gurevich e col. (1993), em bovinos, apresentaram resultados sobre a sintese de PG por
parte dos zigotos durante o periodo imediatamente pds fertilizacdo até cerca de 48 horas
depois. No conjunto das trés experiéncias descritas, podemos concluir que a PGF,, incorporada
isoladamente no meio FERT diminuiu a viabilidade dos embribes ao 8° dia do seu
desenvolvimento, o que ndo aconteceu com as restantes PG testadas. Pelo contrario, a
presenca no meio de outras PG, quando este é suplementado com PGF., durante a fertilizag&o,
neutralizou o seu efeito negativo verificado ao D8. Quanto & qualidade dos embrides em D8,
verificou-se que a inibicdo da sintese das trés PG testadas durante a fertilizagdo provocou uma
diminuicdo significativa dos embrides de melhor qualidade (Gr2) na experiéncia 1 e um aumento
dos embrides de pior qualidade (Gr4) na experiéncia 2 e 3. Apenas a PGE; conseguiu melhorar
a qualidade dos embrifes relativamente ao grupo inibido, chegando mesmo a originar embrides
de melhor qualidade que o grupo testemunho, quando adicionada com a Indo no meio de
fertilizacdo. As diferengas significativas entre os tratamentos para os diferentes estadios de
desenvolvimento nos dias 7 e 8, anularam-se relativamente ao atraso ou avango do crescimento
embrionario dos diferentes grupos nos dias 9 e 10, sugerindo que nesta fase existem factores
que neutralizam o efeito dos tratamentos instituidos durante a fase de fertilizacéo.
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