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RESUMO 
 

Pretendeu-se estudar a in f luência do AA e embr iões na produção de progesterona (P4) 
pelas cul turas de célu las da granulosa em monocamada.  As concentrações de P4 (ng/mL) no 
meio de cul tura de monocamadas de célu las da granulosa ao longo da cul tura,  com e sem AA e 
na presença (n=7) ou ausência (n=4) de embr iões,  foram doseadas por  radio imunoensaio (RIA).  
V inte e duas horas após a inseminação in  v i t ro  dos oóci tos,  os z igotos foram  d iv id idos em dois  
grupos e colocados nas monocamadas,  prosseguindo o seu desenvolv imento até 12-13 d ias de 
idade.  No momento da t ransferência,  as célu las da granulosa já  t inham 2 d ias de cul tura 
suplementadas ou não com AA, t ratamento que se manteve durante duas semanas.   

Os resul tados mostram que a in t rodução do AA no meio de cul tura das célu las da 
granulosa não or ig ina d i ferenças s igni f icat ivas na produção de P4 para cada d ia de cul tura (Dc)  
entre célu las t ratadas e não t ratadas.  De facto,  ao contrár io  do que acontece com a testemunha,  
onde a síntese desta hormona aumenta s igni f icat ivamente ao longo da cul tura (3,3 e 41,9 
ng/mL,  em Dc0 e Dc14;  P<0,005),  nas célu las t ratadas com AA, as concentrações de P4 não 
d i ferem entre s i  para qualquer d ia de cul tura (3,3 e 26,9 ng/mL,  em Dc0 e Dc14;  P>0,05) .  A 
presença de embr iões em co-cul tura com as célu las da granulosa aumenta s igni f icat ivamente a 
produção de P4 a par t i r  de Dc4,  quando comparado com a produzida pelas célu las da granulosa 
no mesmo dia de cul tura sem embr iões (33,6 vs .  61,9 ng/mL,  em Dc4,  respect ivamente;  P<0,02) .  
Este aumento da produção de P4 também se ver i f ica com a in t rodução dos embr iões nas 
monocamadas de célu las da granulosa ref rescadas com AA (20,3 vs .  46,3 ng/mL,  em Dc4,  
respect ivamente;  P<0,04) .  A produção de P4 pelas célu las da granulosa na presença dos 
embr iões apresenta uma curva b i fás ica com um aumento até Dc4-5,  seguindo-se um per íodo em 
que esta produção estabi l iza,  para vol tar  a aumentar  a par t i r  de  Dc11 até ao f im da cul tura.  
Este ú l t imo aumento é menos pronunciado no presença de AA. 

As célu las da granulosa em cul tura d i ferenciam-se ex ib indo caracter ís t icas de célu las 
lú teas.  Esta lu te in ização é in f luenciada pela presença do AA e dos embr iões.  O AA diminuiu a 
capacidade de síntese de P4 por  par te das célu las da granulosa.  Os embr iões apresentaram um 
efe i to  lu teotróf ico inequívoco t raduzido por  uma produção acrescida de P4 de acordo com o 
estadio de desenvolv imento embr ionár io.  O at raso do desenvolv imento embr ionár io provocado 
pelo AA que conduz à d iminuição da taxa de ext rusados,  or ig ina a d iminuição do 2º  incremento 
de P4 correspondente à passagem de b lastóc i to  expandido para ec lodido.  
 
SUMMARY 
 

I t  was evaluated the in f luence of  AA and bovine embryos on progesterone product ion by 
in  v i t ro  cu l tured granulosa cel ls .  Progesterone levels  (ng/ml)  in  cu l ture medium of  granulosa cel l  
monolayers,  supplemented or  not  wi th AA wi th (n=7) or  wi thout  (n=4) embryos,  were measured 
by RIA throughout  cul ture.  Twenty two hours af ter  in  v i t ro  inseminat ion,  ova were randomly 
a l lo t ted in to two groups and t ransferred to monolayers of  granulosa cel ls  unt i l  day 12-13 of  
embryo development .  At  the moment of  ova t ransfer ,  granulosa cel l  monolayers have been 
previously  in  cul ture for  two days wi th or  wi thout  AA supplementat ion.  AA supplementat ion 
lasted for  two weeks.  

Resul ts  show that  the addi t ion of  AA to cul ture medium of  granulosa cel l  monolayers 
does not  induce s igni f icant  changes in progesterone product ion at  any day of  cu l ture (Dc)  when 
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compared to contro ls .  However,  progesterone synthesis  s igni f icant ly  increases throughout  
cul ture in  Contro l  group (3,3 and 41,9 ng/ml  at  Dc0 and Dc14;  P< 0,005),  but  i ts  levels  do not  
s ign i f icant ly  d i f fer  at  each day of  cu l ture when cel ls  are supplemented wi th AA (2,6 and 26,9 
ng/ml ,  at  Dc0 and Dc14;  P> 0,05) .  Co-cul ture of  embryos wi th granulosa cel ls  s igni f icant ly  
increases progesterone levels  in  cu l ture medium at  Dc4,  when compared to progesterone 
product ion by granulosa cel ls  wi thout  embryos at  the same day (33,6 vs.  61,9 ng/ml ,  a t  Dc4,  
respect ive ly ;  P< 0,02) .  This  progesterone r ise is  a lso observed when embryos are t ransferred to 
monolayers of  granulosa cel ls   supplemented wi th AA (20,3 vs.  46,3 ng/ml ,  a t  Dc4,  respect ive ly ;  
P<0,04) .  Progesterone product ion by granulosa cel ls  co-cul tured wi th embryos presents a 
b iphasic  curve,  increasing f rom Dc0 to Dc4-5,  mainta in ing i ts  product ion f rom Dc4-5 to Dc11,  
and increasing again at  Dc11 to the end of  cu l ture.  This  second increase in  progesterone 
product ion is  induced by embryo t ransi t ion stage f rom expanded b lastocyst  to  hatched b lastocyst  
and is  lower when cul ture is  supplemented wi th AA .  

In  v i t ro cul tured granulosa cel ls  d i f ferent ia te by exhib i t ing lu teal  ce l l  proper t ies.  
Lute in izat ion of  granulosa cel ls  is  af fected by the presence of  embryos and AA. AA has 
detr imenta l  e f fects on progesterone product ion by granulosa cel ls .  Luteotrophic in f luence of  
embryos is  c lear ly  conf i rmed by an increase in  progesterone product ion by granulosa cel ls  
depending on the stage of  embryo development .  A delayed embryo development  due to the 
presence of  AA,  associated wi th a lower hatched b lastocyst  rate,  induces a lower second 
increase in  progesterone product ion by granulosa cel ls  in  v i t ro .  
 
INTRODUÇÃO 

 
As célu las da granulosa em cul tura sofrem um processo de lu te in ização semelhante ao 

real izado,  in  v ivo ,  quando da formação do corpo lú teo (CL) após a ovulação Esta lu te in ização 
pode ocorrer  independente das gonadotrof inas e na ausência de soro (Meidan et  a l . ,  1990;  Luck 
et  a l . ,  1990),  embora a sua presença acelere este processo (Kuran et  a l . ,  1995;  Perei ra et  a l . ,  
1997).  O ácido araquidónico e seus metabol i tos (prostaglandinas,  HEPTES, HETES e 
leucotr ienos)  têm um papel  regulador  da função do CL,  exercendo a lguns destes metabol i tos 
uma acção lu teol í t ica e,  outros,  lu teotróf ica (Mi lvae et  a l . ,  1986;  Al i la  et  a l . ,  1988a,b) .  Os 
embr iões também têm um efe i to  lu teotróf ico e ant i - lu teol í t ico,  que se mani festa in  v ivo  pe la 
manutenção do CL durante a gestação (Thatcher  e t  a l . ,  1997).  In  v i t ro,  este efe i to  permi te 
aumentar  a secreção de P4 pelas monocamadas de célu las da granulosa em cul tura (Vasques et  
a l . ,  1998).   

O object ivo do presente t rabalho fo i  estudar  qual  a in f luência do AA e embr iões na 
lu te in ização in  v i t ro  de célu las da granulosa bovinas.  

 
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 de kanamic ina)  a uma temperatura 
de 37º  C para os ovár ios dest inados à produção de embr iões e de 4º  C para os ovár ios 
dest inados à recolha de célu las da granulosa ut i l izadas para a formação da monocamadas 
(Marques et  a l . ,  1997).  No laboratór io procedeu-se à aspi ração dos fo l ícu los com 2-6 mm de 
d iâmetro para a obtenção dos complexos cumulus-oóci tos e das célu las da granulosa.  O l iqu ido 
fo l icu lar  aspi rado dos ovár ios t ransportados a f r io ,  após a recolha dos oóci tos,  fo i  centr i fugado 
a 100 G durante 5 minutos para obtenção das célu las da granulosa.  Após coloração (azul  t r ipan 
a 0,4%) e contagem da suspensão celu lar ,  procedeu-se à d i lu ição da célu las com TCM199 com 
5% de soro de vaca superovulada em c io (SOCS) e ant ib iót ico (ab) ,  suplementado ou não com 
100 µM de AA, de forma a obter  uma concentração de 1×10 6  cé lu las/mL.  A cul tura das 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 com meio de cul tura (TCM199+10% SOCS+ab) suplementado ou não com 100 µM 
de AA. 

A maturação e fer t i l ização dos oóci tos,  ass im como a cul tura dos embr iões fo i  real izada 
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segundo Perei ra  (2001).  Os z igotos foram t ransfer idos para as monocamadas de célu las da 
granulosa,  22 horas após a inseminação dos oóci tos e,  permaneceram em co-cul tura até aos 12-
13 d ias de desenvolv imento.  No momento da t ransferência,  estas célu las já  t inham 2 ou 3 d ias 
de cul tura.   

Para  caracter izar  a produção de P4 pelas monocamadas de célu las da granulosa foram 
ret i radas a l íquotas (50 µ l  por  gota)  de meio de cul tura das célu las da granulosa com e sem 
embr iões sempre que se procedia ao ref rescamento destas (Dc0,  Dc2,  Dc3,  Dc4,  Dc7,  Dc8,  Dc9,  
Dc10,  Dc11 e Dc14) com meio de cul tura onde fo i  incorporado ou não o AA. Foram inst i tu ídos 4 
grupos:  Grupo I  -  granulosa:  granulosa sem embr iões (4 repet ições) ;  Grupo I I  -  GAA: granulosa 
com AA e sem embr iões (4 repet ições) ;  Grupo I I I  -  Gran+emb: granulosa com embr iões (7 
repet ições) ;  Grupo IV -  AAemb: granulosa com AA e embr iões (7 repet ições) .  As a l íquotas 
recolh idas em todas as sessões foram congeladas a – 20º  C para poster ior  doseamento da P4 
por  RIA,  de acordo com o método descr i to  anter iormente por  Vasques (1990) e Vasques et  a l .  
(1997).  As concentrações foram determinadas a par t i r  da média dos valores de duas répl icas 
por  amostra,  com base numa curva padrão estabelec ida para valores prev iamente conhecidos 
em cada sessão de doseamento (8 pontos) .  O contro lo de qual idade fo i  e fectuado com base nos 
coef ic ientes de var iação in t ra – (média dos coef ic ientes de var iação dos dupl icados das 
amostras observados em 10 sessões)  e in ter-ensaio (média dos coef ic ientes de var iação de uma 
amostra conhecida – 5 ng/mL -  observados em 10 sessões) ,  os quais foram respect ivamente de 
2,7 e 2,84%. O SOCS ut i l izado nos meios de cul tura apresentou uma concentração 
negl igenciável  de P4.  
 O t ratamento estat ís t ico para comparação das concentrações encontradas,  entre grupos,  
para cada d ia e,  no mesmo grupo,  entre d ias,  com as respect ivas in teracções,  baseou-se no 
modelo l inear  completamente casual izado,  ut i l izando a anál ise de var iância múl t ip la  e anál ises 
de var iância s imples associadas ao método das menores d i ferenças s igni f icat ivas – LSD 
(ANOVA/MANOVA; StatSof t ,  Inc. ,  1995).  

 
RESULTADOS 
 

A produção de P4 (quadros 1 e 2;  f igura 1)  pelas célu las da granulosa cul t ivadas em 
monocamada var iou de 3,26 ng /ml  em Dc0 a 41,87 ng /ml  em Dc14 (P=0,005).  Esta produção 
com a in t rodução de AA no meio de cul tura das célu las da granulosa var iou de 3,26 ng /ml  em 
Dc0 a 26,85 ng /ml  em Dc14 (P=0,08) .  No entanto,  as concentrações de P4 produzidas pelas 
célu las t ratadas e não t ratadas com AA não apresentam di ferenças s igni f icat ivas entre s i ,  
considerando d ias homólogos de cul tura.  
 
Quadro 1.  Concentração (média±ep) de progesterona (ng/ml)  ao longo da cul tura de célu las da 
granulosa com e sem AA e na presença (n=7) ou ausência (n=4) de embr iões (*  2 repet ições) .  

 Dc0 Dc2 Dc3 Dc4 Dc7 Dc8 Dc9 Dc10 Dc11 Dc14 
I-Granulosa 3,26 

±1,65 
17,05 
±7,31 

26,25* 
±18,81 

33,62 
±9,67 

26,08 
±5,68 

28,94* 
±10,95 

26,94 
±4,89 

36,29*  
±16,71 

34,26 
±5,09 

41,87 
±7,81 

II-GAA 3,26 
±1,65 

13,93 
±5,04 

20,86*  
±16,06 

20,32 
±6,16 

17,79 
±6,17 

21,23*   
±8,81 

17,67 
±4,53 

21,55* 
±9,87 

21,95 
±4,37 

26,85 
±5,88 

III-Gran+emb 2,59 
±0,98 

14,02 
±4,28 

38,47 
±10,39 

61,94   ±
9,15 

47,84 
±9,15 

62,63 
±13,95 

51,30 
±6,69 

55,41 
±6,32 

67,53 
±7,55 

78,09 
±11,06 

IV-AAemb 2,59 
±0,98 

12,03 
±3,12 

29,40 
±7,84 

46,29 
±12,17 

51,09 
±12,17 

56,47 
±5,05 

41,44 
±6,36 

46,56 
±6,36 

67,83 
±9,67 

59,76 
±4,6 

Anova LSD P>0,05 P>0,05 P>0,05 I-III: 
P=0,02 

II-III: 
P=0,01 
II-IV: 

P=0,04 

I-III: 
P=0,07 

I-IV: 
P=0,04 

II-III: 
P=0,01 
II-IV: 

P=0,006 

I-III: 
P=0,03 

I-IV: 
P=0,08 

II-III: 
P=0,008 

II-IV: 
P=0,02 

I-III: 
P=0,05 

II-III: 
P=0,006 

II-IV: 
P=0,05 

II-III: 
P=0,03 
 

I-III: 
P=0,006 

I-IV: 
P=0,006 

II-III: 
P<0,001 

II-IV: 
P=0,002 

I-III: 
P=0,003 

II-III 
P=0,0004 

II-IV: 
P=0,007 

III-IV: 
P=0,08 
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Figura 1.  Influência do ácido araquidónico e embriões na produção

 de progesterona pelas monocamadas de células da granulosa.
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Embora não ex is ta in teracção entre t ratamentos e d ias de cul tura,  a presença de 
embr iões em co-cul tura com as célu las da granulosa (quadros 1 e 3;  f igura 1)  aumenta 
s igni f icat ivamente a produção de P4 a par t i r  de Dc4,  quando comparado com a produzida pelas 
célu las da granulosa no mesmo dia de cul tura sem embr iões,  à excepção de Dc10.  Este 
aumento da produção de P4 também se ver i f ica com a in t rodução dos embr iões nas 
monocamadas de célu las da granulosa ref rescadas com AA. As produções de P4 pelas célu las 
da granulosa com embr iões ref rescadas com meio de cul tura com e sem AA, não d i ferem 
estat is t icamente entre d ias homólogos de cul tura,  embora em Dc14 ex is ta uma tendência 
(P=0,08)  para a produção de P4 ser  in fer ior  no grupo t ratado.  

 
Quadro 2.  Comparação múl t ip la (va lor  expresso de P após LSD) das concentrações de P4 entre 
os d ias de cul tura.  Acima da obl íqua granulosa sem embr iões;  abaixo da obl íqua granulosa sem 
embr iões e com AA. 

 Dc0 Dc2 Dc3 Dc4 Dc7 Dc8 Dc9 Dc10 Dc11 Dc14 
Dc0  0,313 0,170 0,027* 0,096 0,126 0,184 0,050* 0,024* 0,005* 
Dc2 0,435  0,583 0,226 0,509 0,477 0,469 0,250 0,208 0,070 
Dc3 0,293 0, 679  0,660 0,992 0,888 0,970 0,603 0,632 0,351 
Dc4 0,213 0,640 0,974  0,581 0,780 0,630 0,873 0,963 0,550 
Dc7 0,288 0,777 0,854 0,853  0,864 0,950 0,542 0,550 0,249 
Dc8 0,283 0,662 0,985 0,956 0,837  0,905 0,704 0,751 0,440 
Dc9 0,292 0,784 0,849 0,846 0,993 0,831  0,576 0,592 0,275 
Dc10 0,275 0,649 0,971 0,941 0,822 0,987 0,817  0,903 0,739 
Dc11 0,172 0,557 0,948 0,905 0,761 0,966 0,754 0,981  0,577 
Dc14 0,086 0,345 0,721 0,633 0,507 0,737 0,502 0,752 0,720  

*d i fe rença s ign i f i ca t iva  para  P<0,05 (MANOVA)  
 

A produção de P4 pelas célu las da granulosa na presença dos embr iões (quadros 1 e 3;  
f igura 1)  apresenta uma curva b i fás ica com um aumento até Dc4-5,  seguindo-se um per íodo em 
que esta produção estabi l iza,  para vol tar  a aumentar  a par t i r  de Dc11 até ao f im da cul tura.  Este 
ú l t imo aumento é menos pronunciado na presença de AA. 
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Quadro 3.  Comparação múl t ip la (va lor  expresso de P após LSD) das concentrações de P4 entre 
os d ias de cul tura.  Acima da obl íqua granulosa com embr iões;  abaixo da obl íqua granulosa com 
AA e embr iões.  

 Dc0 Dc2 Dc3 Dc4 Dc7 Dc8 Dc9 Dc10 Dc11 Dc14 
Dc0  0,269 0,001* 0,000* 0,000* 0,000* 0,000* 0,000* 0,000* 0,000* 
Dc2 0,361  0,024* 0,000* 0,001* 0,000* 0,000* 0,000* 0,000* 0,000* 
Dc3 0,013* 0,107  0,030* 0,383 0,026* 0,234 0,116 0,007* 0,000* 
Dc4 0,000* 0,001* 0,131  0,173 0,946 0,303 0,528 0,588 0,118 
Dc7 0,000* 0,000* 0,045* 0,655  0,153 0,738 0,463 0,058 0,003* 
Dc8 0,000* 0,000* 0,012* 0,344 0,602  0,273 0,485 0,636 0,136 
Dc9 0,000* 0,005* 0,262 0,652 0,351 0,147  0,690 0,117 0,010* 
Dc10 0,000* 0,001* 0,125 0,981 0,673 0,357 0,634  0,242 0,029* 
Dc11 0,000* 0,000* 0,000* 0,046* 0,106 0,272 0,011* 0,049*  0,307 
Dc14 0,000* 0,000* 0,005* 0,211 0,401 0,750 0,077 0,220 0,435  

 *  d i fe rença s ign i f i ca t iva  para  P<0,05 (MANOVA)  
 
DISCUSSÃO E CONCLUSÕES 
 

As célu las da granulosa aspi radas de fo l ícu los com 2-6 mm de d iâmetro,  cu l t ivadas com 
SOCS formam monocamadas a par t i r  de Dc2-3 e produzem P4 durante toda a cul tura.  A 
lu te in ização das célu las da granulosa in  v i t ro  ver i f ica-se quer  as célu las provenham de 
pequenos (<5 mm) ou de grandes fo l ícu los (Basin i  et  a l . ,  1998)  e or ig ina célu las lú teas grandes,  
uma vez que as célu las lú teas pequenas der ivam das célu las da teca (Al i la  e Hansel ,  1984;  
Meidan et  a l . ,  1990).  

A in t rodução do AA no meio de cul tura das célu las da granulosa não or ig ina d i ferenças 
s igni f icat ivas na produção de P4 para cada d ia de cul tura entre célu las t ratadas e não t ratadas.  
No entanto,  ao contrár io  do que acontece com a testemunha,  onde a síntese desta hormona 
aumenta s igni f icat ivamente ao longo da cul tura,  nas célu las suplementadas com AA, não 
ex is tem di ferenças s igni f icat ivas nas concentrações de P4 entre quaisquer  dos d ias de cul tura.  
O mecanismo de acção do AA nas célu las da granulosa lu te in izadas ou nas célu las lú teas não é 
c laro.  Resul tados de LaFrance e Hansel  (1992) mostram que a suplementação in  v i t ro  de célu las 
lú teas com AA aumenta a secreção de P4 por  estas célu las,  quer  se jam grandes ou pequenas.  
Esta s i tuação d i fere in  v ivo ,  onde a in fusão de AA na ar tér ia  ovár ica induz a lu teól ise,  com uma 
descida na síntese de P4 (Hansel  e For tune,  1978),  o mesmo acontecendo com a adminis t ração 
d i recta do AA ao CL (Shemesh e Hansel ,  1975).  Por  outro lado,  Del  Vecchio et  a l .  (1994) 
ver i f icaram que o AA pode afectar  a secreção de P4 pelo CL bovino at ravés da redução da 
secreção desta hormona pelas grandes célu las lú teas e/ou da in ib ição da sua produção pelas 
pequenas célu las lú teas em cul tura.  Estes autores at r ibuem esta acção à oc i toc ina,  cu ja 
l iber tação pelas grandes célu las lú teas também é est imulada pelo AA,  ou a metabol i tos da v ia 
da l ipo-ox igenase com acção lu teol í t ica.  Célu las da granulosa obt idas por  aspi ração de fo l ícu los 
de mulheres submet idas a programas de IVF-ET cul t ivadas in  v i t ro  conseguem metabol izar  o AA 
pelas v ias da l ipo-  e c ic lo-ox igenase,  produzindo PGE1, PGE2, prostac ic l ina e HETES (Feldman 
et  a l . ,  1986) .  As prostaglandinas refer idas têm uma conhecida acção lu teotróf ica (Al i la  et  a l . ,  
1988a,b)  e os h idroperóxidos resul tam numa redução,  dependente da dose,  da secreção de P4 e 
de prostac ic l ina pelas célu las lú teas em cul tura (Mi lvae et  a l . ,  1986).  A secreção destes 
metabol i tos do AA com acções opostas na produção de P4 pode ser  responsável  pela ausência 
de d i ferenças s igni f icat ivas nesta produção,  quando da suplementação da célu las da granulosa 
em cul tura com e sem AA. 

Os embr iões bovinos produzem substâncias lu teotróf icas capazes de acelerar  o processo 
de d i ferenciação das célu las da granulosa in  v i t ro ,  desde o 2º  ou 3º  d ias de idade (Vasques et  
a l . ,  1997,  1998).  A produção de P4 pelas célu las da granulosa em co-cul tura com embr iões 
apresenta uma curva b i fás ica,  com um aumento até Dc4-5,  seguindo-se um per íodo em que esta 
produção estabi l iza,  para vol tar  a aumentar  a par t i r  de Dc11 e até ao f im da cul tura (Dc14).  O 1º  
incremento de P4 ref lecte o efe i to  de embr iões com 2-3 d ias de idade,  enquanto que o 2º  
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incremento,  a par t i r  de Dc11,  é devido ao efe i to  dos embr iões com 9-10 d ias de idade,  
correspondente à passagem de b lastóc i to  expandido para ec lodido.   

Os mecanismos f is io lógicos que or ig inam esta acção lu teotróf ica parecem di fer i r  nos dois  
incrementos de P4 ver i f icados,  apresentando uma s incronia com o estadio de desenvolv imento 
embr ionár io.  Esta acção resul ta da produção de substâncias lu teotróf icas capazes de induzi r  a  
s íntese de P4 pelas célu las em co-cul tura,  pois  os jovens embr iões bovinos não s intet izam P4 
(Thibodeaux et  a l . ,  1994).  O 1º  incremento de P4 aparece associado à acção dos embr iões no 
estadio de 4-16 célu las.  Shemesh et  a l .  (1994) ident i f icaram aumentos dramát icos na síntese de 
TNFα  e  de PGE2, substâncias conhecidas como luteotróf icas,  em jovens embr iões com 48 horas 
de idade.  Por  outro lado,  o PAF, s intet izado pelos embr iões bovinos desde o estadio de 2 
célu las (Stock e Hansel ,  1992),  embora não est imule a produção  de P4 por  cé lu las lú teas em 
cul tura (Bat t is ta et  a l . ,  1989) ,  parece ter  in f luência na lu te in ização das célu las da granulosa,  
aumentando a secreção de P4 por  cé lu las da granulosa cul t ivadas in  v i t ro  (Rabinovic i  e  Angle,  
1991).  O PAF actua,  também, como est imulante da síntese de PDGF (Thibodeaux et  a l . ,  1993).  
O PDGF é capaz de aumentar  a produção in  v i t ro  de P4 pelas célu las lú teas (Bat t is ta et  a l . ,  
1989) e o gene e o receptor  para este l igando estão presentes em todos os estadios de 
desenvolv imento dos embr iões bovinos antes da ec losão (Watson et  a l . ,  1992).  Este factor  de 
crescimento poderá contr ibu i r  para o aumento da síntese de P4 pelas célu las da granulosa 
ver i f icado na presença dos embr iões antes da ec losão da zona pelúc ida.  

O 2º  incremento de P4 poderá ser  da responsabi l idade de outra substância segregada 
pelos embr iões a par t i r  do 7-8 d ias de idade,  o in ter feron τ  (Hernandez-Ledzema et  a l . ,  1992).  
O inter feron τ  tem uma acção luteotróf ica pelo aumento da PGE2 e,  ant i lu teol í t ica,  pela 
d iminuição da síntese de PGF2α  em explantes do endométr io  (Helmer et  a l . ,  1989a,b) .  Os 
in ter ferons t rofoblást icos modulam a produção de PGE2 pelas célu las do endómetr io  bovino in  
v i t ro  pela indução do RNAm da COX-2,  provocando um aumento de PGE2 no meio cul tura destas 
célu las (Assel in  e For t ier ,  1997) .  Quando os meios de cul tura de célu las da granulosa e 
embr iões são suplementados com AA, este 2º  incremento na produção de P4 é menos 
pronunciado,  provavelmente devido ao at raso no desenvolv imento embr ionár io e d iminuição da 
taxa de embr iões extrusados induzidos pelo AA, pois  a produção do in ter feron τ  pe los embr iões 
cul t ivados in  v i t ro  está posi t ivamente corre lac ionada com a qual idade e estadio de 
desenvolv imento.  Esta síntese é super ior  nos embr iões de melhor  qual idade e em quant idades 
crescentes de acordo com o estadio de desenvolv imento:  BL,  BLE e EXT (Hernandez-Ledzema 
et  a l . ,  1992,  1993).   

As célu las da granulosa em cul tura d i ferenciam-se ex ib indo caracter ís t icas de célu las 
lú teas.  Esta lu te in ização é in f luenciada pela presença do AA e dos embr iões.  O AA diminuiu a 
capacidade de síntese de P4 por  par te das célu las da granulosa.  Os embr iões apresentaram um 
efe i to  lu teotróf ico inequívoco t raduzido por  uma produção acrescida de P4 em s incronia com o 
estadio de desenvolv imento embr ionár io.  O at raso do desenvolv imento embr ionár io provocado 
pelo AA que conduz à d iminuição da taxa de ext rusados,  or ig ina a d iminuição do 2º  incremento 
de P4 correspondente à passagem de b lastóc i to  expandido para ec lodido.  
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