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RESUMO 
 

O AA é o precursor  dos e icosanóides,  podendo ser  metabol izado pelos embr iões e 
cé lu las em co-cul tura.  Testou-se o efe i to  do AA em di ferentes estadios do desenvolv imento de 
embr iões bovinos cul t ivados em monocamadas de célu las t rofoblást icas da p lacenta.  Foram 
real izadas duas exper iências em que se suplementou o meio de cul tura com 100 µM de AA 
ut i l izado para ref rescar  os embr iões ao longo de toda a cul tura (exper iência 1)  ou apenas até 
aos 3 d ias de idade (Exper iência 2) .  Em ambas as exper iência,  22 horas após a inseminação in  
v i t ro  dos oóci tos (D0=dia da inseminação),  os z igotos foram div id idos em dois grupos (Exp.  1 -  
testemunha n=341 e PlacAA n=391;  Exp.  2 -  testemunha n=586 e PlacAAD3 n=576) e 
in t roduzidos nas monocamadas,  prosseguindo o seu desenvolv imento até aos 12-13 d ias de 
idade.  No momento da t ransferência,  as célu las p lacentár ias já  t inham uma semana de cul tura 
com ou sem AA, cont inuando a suplementação com AA ao longo de toda a cul tura na 
exper iência 1 e,  apenas até aos 10 ou 11 d ias de cul tura,  na exper iência 2.  

Na exper iência 1,  a suplementação dos meios de cul tura de embr iões com AA não 
in f luenciou s igni f icat ivamente a taxa de embr iões c l ivados,  em D7 e D8.  No entanto,  d iminuiu a 
qual idade dos embr iões (mais embr iões maus e menos médios que a testemunha) e a taxa de 
embr iões extrusados (P=0,06)  e at rasou o desenvolv imento embr ionár io.  Para a lém do at raso 
ver i f icado,  o número tota l  de embr iões sofreu uma grande redução entre D7 e D10.  Na 
exper iência 2,  a suplementação dos meios de cul tura com AA até aos 3 d ias de idade dos 
embr iões aumentou s igni f icat ivamente a taxa de c l ivagem (65,4 vs.  71,7%, P=0,02) ,  não 
havendo d i ferenças quanto às taxas e qual idade dos embr iões,  nem atraso no desenvolv imento 
embr ionár io.  

O AA apresenta uma acção b i fás ica,  posi t iva no desenvolv imento dos embr iões até ao 
estadio de mórula,  pre judicando o seu desenvolv imento poster ior .  Esta acção pre judic ia l  
ver i f ica-se logo após o estadio de mórula,  com uma grande redução da formação de b lastóc i tos 
e b lastóc i tos expandidos e ausência de embr iões ext rusados.  A qual idade dos embr iões também 
é reduzida.  Os efe i tos negat ivos do AA desaparecem quando este é adic ionado apenas até ao 3º  
d ia do desenvolv imento embr ionár io,  suger indo a síntese de a lgum ou a lguns de seus 
metabol i to(s) ,  que embora benéf icos para o in íc io desse desenvolv imento,  o pre judicam numa 
fase mais tard ia.  
 
SUMMARY 
 

Arachidonic ac id (AA) is  a precursor  of  e icosanoids metabol ized by embryos and cel ls  in  
co-cul ture.  I t  was evaluated the ef fect  of  AA on d i f ferent  s tages of  bovine embryo development  
co-cul tured wi th p lacenta l  t rophoblast ic  ce l ls .  Embryo cul ture medium was supplemented wi th 
100 µM AA f rom Day 0 (D0) of  embryo development to D13-D14 in Exper iment  1,  or  f rom D0 to 
D3 of  embryo development  in  Exper iment  2.  In  both exper iments,  22 hours af ter  in  v i t ro  
inseminat ion,  ova were randomly a l lo t ted in to two groups (Exp.  1:  Contro l  group,  n=341 and 
PlacAA, n=391;  Exp.  2:  Contro l  group,  n=586 and PlacAAD3, n=576) and t ransferred to 
monolayers of  p lacenta l  ce l ls  unt i l  day 12 or  13 of  embryo development .  At  the moment  of  ova 
t ransfer  p lacenta l  ce l l  monolayers have been prev iously  in  cu l ture for  seven days,  supplemented 
or  not  wi th AA,  and th is  supplementat ion cont inued to the end of  cu l ture in  Exp.  1 or  only  to day 
10-11 of  ce l l  cu l ture in  Exp.  2.  
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In  Exp.  1,  AA added to embryo cul ture medium did not  s igni f icant ly  af fected ova c leavage 
rate and embryo rates at  D7 and D8.  Nevertheless,  la ter  embryos showed lower qual i ty  rates 
(h igher  number of  bad,  and less medium qual i ty  embryos) ,  lower ext rus ion rates (P=0,06)  and 
delayed embryo development .  Embryos f rom D7 to D10 a lso suf fered a great  reduct ion in  
number.  In  Exp.  2,  AA supplementat ion f rom D0 to D3 of  embryo development  s igni f icant ly  
increased ova c leavage rate (65,4% vs.71,7%, P=0,02) ,  and no s igni f icant  d i f ferences in  embryo 
number and qual i ty  at  D7-8 were found.  Also,  no delay in  embryo development was showed in 
th is  exper iment .   

Arachidonic ac id induces a b iphasic  ef fect  on embryo development ,  posi t ive f rom 
c leavage stage to morula,  and a negat ive one f rom morula onwards.  This  detr imenta l  ef fect  is  
ev ident  immediate ly  af ter  morula s tage,  as conf i rmed by a great  reduct ion in  b lastocyst  and 
expanded b lastocyst  product ion.  Embryo qual i ty  is  a lso reduced.  These detr imenta l  e f fects  are 
neutra l ised when AA is  added f rom day 0 to day 3 of  embryo development .  These resul ts  
suggest  that  some of  the AA metabol i tes,  synthesised dur ing in  v i t ro  cu l ture,  are benef ic ia l  to  
ear ly  embryos,  a l though the same metabol i tes may have a detr imenta l  e f fect  on la ter  s tages of  
embryo development .  
 
INTRODUÇÃO 
 

A ut i l ização de célu las em cul tura para supor te do desenvolv imento embr ionár io in  v i t ro  é  
uma das estratégias mais prat icadas pelos laboratór ios de produção de embr iões bovinos.  No 
entanto,  a co-cul tura de embr iões com célu las t rofoblást icas da p lacenta é uma técnica pouco 
d i fundida e resul tados do nosso laboratór io  apontam para a presença de factores no s is tema de 
cul tura destas célu las que benef ic iam a fase in ic ia l  do desenvolv imento embr ionár io in  v i t ro ,  
factores esses ou outros entretanto s intet izados que,  numa fase poster ior ,  pre judicam esse 
desenvolv imento (Perei ra et  a l . ,  1999a,b) .  

As célu las da p lacenta em cul tura s intet izam prostaglandinas (PG) para o meio (Shemesh 
et  a l . ,  1979;  Gross e Wi l l iams,  1988)  e os embr iões bovinos desde os estadios mais precoces do 
desenvolv imento conseguem metabol izar  o AA (Shemesh et  a l . ,  1994;  L im e Hansel ,  1996) e 
regular  a secreção d i ferencia l  de PG pelas célu las do endométr io  bovino em cul tura (T iemann et  
a l . ,  1995) ,  sendo possível  que desequi l íbr ios na síntese das PG por  par te das célu las 
p lacentár ias cu l t ivadas in  v i t ro ,  este jam na or igem deste efe i to  b i fás ico ver i f icado no 
crescimento embr ionár io.  

Neste t rabalho,  testou-se o efe i to  do AA em di ferentes estadios do desenvolv imento de 
embr iões bovinos cul t ivados em monocamadas de célu las t rofoblást icas da p lacenta.  
 
MATERIAL E MÉTODOS 
 
 A recolha de ovár ios e p lacentas bovinas fo i  real izada no matadouro de Santarém logo 
após o abate.  As p lacentas dest inados à obtenção de célu las para cul tura foram t ransportadas 
para o laboratór io em PBS a 4º  C (0,15% de BSA+ 0,05 mg ml - 1  de kanamic ina + 0,25 µg ml - 1  

anfoter ina B)  e os ovár ios dest inados à produção de embr iões em PBS a 37º  C. 
Procedeu-se à d igestão enzimát ica (0,25% t r ips ina em solução balanceada de Hank sem 

Ca+ +  e  Mg+ + )  dos cot i lédones feta is  para obtenção das célu las epi te l ia is  t rofoblást icas das 
p lacentas.  Estas célu las,  após coloração (corante v i ta l  –  azul  t r ipan a 0,4% e corante nuclear  – 
lacmóide a 1% em ácido acét ico a 45º  para d i ferenciar  as célu las mono e b inucleadas)  e 
contagem, foram suspensas em meio de cul tura (TCM199 + 10% de FCS + 100 UI  de penic i l ina + 
100 µg ml - 1   de estreptomic ina + 0,25 µg ml - 1  anfoter ina B) ,  suplementado ou não com 100 µM 
de AA, de forma a obter  uma concentração de 5 x 10 5  cé lu las ml - 1 .  Para a cul tura das célu las 
p lacentár ias em monocamada colocaram-se 8 gotas de 100 µ l  da suspensão celu lar  em placa de 
Petr i ,  submersas em óleo mineral ,  que permaneceram na estufa incubadora em ambiente 
saturado de humidade,  com 5% CO2 e a 39º  C durante 3 semanas.  Estas p lacas eram 
ref rescadas com meio de cul tura de 48 em 48 horas.  Nos d ias 8 ou 9 de cul tura das célu las 
foram int roduzidos os z igotos para a co-cul tura e,  o soro incorporado nos meios de cul tura 
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ut i l izados para o resf rescamento de célu las e embr iões passou a ser  o SOCS (Perei ra et  a l . ,  
1999a).   
 Para a produção dos embr iões procedeu-se à recolha dos oóci tos pela aspi ração dos 
fo l ícu los com 2 a 6 mm de d iâmetro de ovár ios t ransportados do matadouro a 37º  C.  Os 
complexos cumulus-oóci tos aspi rados foram colocados em meio de cul tura (TCM199 + 10% 
SOCS + 100 UI de penic i l ina,  100 µg ml - 1   de estreptomic ina)  dentro duma estufa incubadora a 
39º  C,  com 5% de CO2 e saturada de humidade durante 22 a 24 horas.  Após este per íodo,  os 
oóci tos maturados foram inseminados (D0=dia da inseminação) com sémen bovino descongelado 
e submet ido a um processo de swim-up em meio Talp.  Os oóci tos e espermatozóides 
permaneceram 22 horas no meio de fer t i l ização (gotas de 40 µ l  com 10 oóci tos em cada),  após 
o que foram t ransfer idos para as monocamadas de célu las p lacentár ias onde f icaram 12 d ias.  
Imediatamente antes da sua t ransferência,  os oóci tos inseminados foram submet idos a agi tação 
no vór tex em solução de TCM199 com 0,1% de h ia luronidase para ret i rar  as célu las do cumulus 
e d iv id idos em 2 grupos em ambas as exper iências.  No momento da t ransferência,  as célu las 
p lacentár ias já  t inham uma semana de cul tura com ou sem AA, cont inuando a suplementação 
com AA ao longo de toda a cul tura na exper iência 1 e,  apenas até aos 10 ou 11 d ias de cul tura 
(Dc) ,  na exper iência 2.  

Exper iência 1.  Efe i to da adição de AA no desenvolv imento de embr iões em co-cul tura 
com monocamadas de célu las da p lacenta (6 répl icas) .   

Nesta exper iência,  adic ionou-se 100 µM de AA em etanol  (concentração f ina l  fo i  
a justada para não u l t rapassar  0,1%) ao meio de cul tura das célu las p lacentár ias a par t i r  de Dc0 
e durante a co-cul tura dos embr iões.  Foram const i tu ídos 2 grupos de célu las p lacentár ias em 
monocamada ref rescadas com meio de cul tura suplementado com AA (PlacAA; n=339) e,  a 
testemunha,  sem AA ( testemunha,  n=341).   

Exper iência 2.  Efe i to  da adição de AA até os embr iões at ingi rem 3 d ias de idade,  em co-
cul tura com monocamadas de célu las da p lacenta,  no desenvolv imento embr ionár io (8 répl icas) .   

Nesta exper iência,  adic ionou-se 100 µM de AA em etanol  etanol  (concentração f ina l  fo i  
a justada para não u l t rapassar  0,1%) ao meio de cul tura das célu las p lacentár ias a par t i r  de Dc0 
e até Dc10-11,  correspondendo à incorporação de AA durante a co-cul tura dos embr iões até 
aos 3 d ias de idade Foram const i tu ídos 2 grupos de célu las p lacentár ias em monocamada 
ref rescadas com meio de cul tura suplementado com AA até Dc10-11 (PlacAAD3; n=576) e,  a 
testemunha,  sem AA ( testemunha,  n=586).  
 Em ambas as exper iências,  fo i  aval iada a c l ivagem 24 horas após a t ransferência dos 
z igotos para as monocamadas e as taxas de embr iões (mórulas e b lastóc i tos)  em D7 e D8 e de 
embr iões extrusados em D12-13.  A qual idade dos embr iões em D8 fo i  aval iada at ravés duma 
escala de 1 -  Mui to bom a 4 -  Mau.  A d inâmica do desenvolv imento embr ionár io fo i  estudada 
entre D7 e D10 e comparados os estadios de desenvolv imento (mórula -  M,  jovem blastóc i to  -  
JBL;  b lastóc i to  -  BL;  b lastóc i to  expandido -  BLE, extrusado -  EXT) entre grupos.  O t ratamento 
estat ís t ico destes dados fo i  real izado pelo teste do qui -quadrado em tabelas de cont ingência 
2x2,  at ravés da comparação dos valores obt idos em cada grupo no somatór io de todas as 
répl icas (StatSof t ,  Inc. ,  1995).  
 
RESULTADOS 
 

Na exper iência 1,  a incorporação de AA no meio de cul tura de embr iões para o 
ref rescamento das célu las t rofoblást icas da p lacenta e embr iões durante toda a co-cul tura não 
in f luenciou s igni f icat ivamente as taxas de c l ivagem, de embr iões em D7 e D8 nem extrusados,  
embora estes ú l t imos apresentassem uma tendência (P=0,06)  para valores in fer iores ao grupo 
testemunha.  Quando esta incorporação é real izada apenas até ao Dc10-Dc11 das célu las 
p lacentár ias (exper iência 2) ,  correspondendo ao momento em que os embr iões at ingem 3 d ias 
de idade,  e la in f luencia posi t ivamente (P=0,02)  as taxas de c l ivagem, mas não in ter fere nas 
taxas de embr iões em D7,  D8 e EXT (quadro 1) .  

No grupo PlacAA ver i f icou-se uma diminuição s igni f icat iva da taxa de embr iões em D7 de 
23,1 para 15,14% em D8 (χ2=5,151,  P=0,02) ,  o que não aconteceu no grupo testemunha.  Esta 
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tendência de redução da taxa de embr iões mantém-se e acentua-se até ao f im da cul tura,  com 
apenas 2,39% em D10.  Na exper iência 2,  esta s i tuação não se ver i f ica ( f igura 1) .  

 
Quadro 1.  Efe i to  da suplementação do meio de cul tura de embr iões com AA ao longo de toda a 
cul tura (exper iência 1)  ou até aos 3 d ias de idade dos embr iões (exper iência 2)  sobre a 
produção de embr iões em co-cul tura com célu las da p lacenta (Exp.  1,  6 répl icas;  Exp.  2,  8 
répl icas,  excepto embr iões EXT do grupo PlacAAD3 com 7 répl icas) .  

Oócitos 
Insemin. 

Embriões 
clivados 

Embriões em D7 Embriões em D8 Embriões 
Extrusados 

 
Grupos 

n n % n % n % n % 
Exp. 1      
Testemunha 341 253 74,19 50 19,76 46 18,18 4 8,09 
PlacAA 339 251 74,04 58 23,1 38 15,14 0 0 
Valor de P (χχ2)  P>0,05 P>0,05 P>0,05 P=0,06 
Exp. 2      
Testemunha 586 383 65,35 62 16,18 53 13,83 10 14,97 
PlacAAD3 576 413 71,7 73 19,01 59 15,36 9 15,78 
Valor de P (χχ2)  P=0,02 P>0,05 P>0,05 P>0,05 

 
F igura 1.  In f luência da suplementação com AA ao longo de toda a cul tura  (exper iência 1)  ou até 
ao tercei ro d ia dos embr iões (exper iência 2)  no desenvolv imento embr ionár io.   

Na exper iência 1,  a qual idade dos embr iões em D8 (quadro 2)  é in fer ior  no grupo PlacAA, 
apresentando s igni f icat ivamente mais embr iões de grau 4 e menos de grau 3 que a testemunha.  
Na exper iência 2 não ex is tem di ferenças s igni f icat ivas na qual idade dos embr iões em D8.  

A suplementação dos meios de cul tura com AA inter fere na d inâmica do desenvolv imento 
dos embr iões em co-cul tura com célu las da p lacenta (quadro 3) .  Na exper iência 1,  embora não 
ex is tam di ferenças s igni f icat ivas entre grupos t ratado e testemunha em D7,  os embr iões 
cul t ivados nas célu las p lacentár ias ref rescadas com AA encontram-se at rasados em D8,  com 
s igni f icat ivamente mais mórulas e menos BL do que a testemunha.  Este at raso mantém-se em 
D9,  com mais BL e menos BLE que a testemunha.  Em D10,  o número de embr iões no grupo 
PlacAA é mui to reduzido e não ex is tem di ferenças s igni f icat ivas entre grupos.  Para a lém do 
at raso no desenvolv imento ver i f icado nos embr iões cul t ivados com célu las p lacentár ias e AA ao 
longo de toda a cul tura,  ex is te uma grande redução no número tota l  de embr iões entre D7 e D10 
de,  respect ivamente,  58 para 6 embr iões.  
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Quadro 2.  Efe i to  da suplementação do meio de cul tura de embr iões com AA ao longo de toda a 
cul tura (exp.  1)  ou até aos 3 d ias de idade dos embr iões (exp.  2)  sobre a qual idade dos 
embr iões D8 (grau 1=mui to bom.. . .grau 4=mau;  Exp.1,  6 répl icas;  Exp.2,  8 répl icas) .  

Qualidade dos embriões em D8 (%)  
Grupos Grau 1 Grau 2 Grau 3 Grau 4 

Experiência 1     
Testemunha 0 2,17 23,91  73,91 
PlacAA 0 0 0 100 
Valor de P (χχ2) P>0,05 P>0,05 P=0,004 P=0,001 

Experiência 2     
Testemunha 0 3,77 18,87 77,35 
PlacAAD3 1,7  0 16,95 81,35 
Valor de P (χχ2) P>0,05 P>0,05 P>0,05 P>0,05 

 
Quadro 3 Efe i to  da suplementação do meio de cul tura de embr iões com AA sobre a d inâmica do 
desenvolv imento embr ionár io em co-cul tura com célu las da p lacenta (M=mórula,  JBL=jovem 
blastóc i to,  BL=blastóc i to,  BLE=blastóc i to expandido,  EXT=extrusado;  Exp.  1,  6 répl icas) .  

Dia 7 (n) M (%) JBL (%) BL (%) BLE (%) 
Testemunha 50 70 20 6 4 
PlacAA 58 68,96 24,13 5,17 1,72 
Valor de P (χχ2)  P>0,05 P>0,05 P>0,05 P>0,05 

Dia 8 (n) M (%) JBL (%) BL (%) BLE (%) EXT (%) 
Testemunha 46 13,04 34,78 36,95 15,21 0 
PlacAA 38 55,26 23,68 15,78 5,26 0 
Valor de P (χχ2)  P=0,001 P>0,05 P=0,03 P>0,05 P>0,05 

Dia 9 (n) BL (%) BLE (%) EXT (%) 
Testemunha 37 45,94 51,35 2,7 
PlacAA 12 83,33 16,66 0 
Valor de P (χχ2)  P=0,02 P=0,03 P>0,05 

Dia 10 (n) BL (%) BLE (%) EXT (%) 
Testemunha 25 20 72 8 
PlacAA 6 33,33 66,66 0 
Valor de P (χχ2)  P>0,05 P>0,05 P>0,05 

 
Quando o AA é adic ionado ao meio de cul tura de embr iões até aos 3 d ias de idade,  a 

d inâmica do desenvolv imento embr ionár io (quadro 4)  não apresenta d i ferenças s igni f icat ivas em 
D7,  mas em D8,  o grupo testemunha tem s igni f icat ivamente mais BL que o grupo PlacAAD3. Em 
D9 exis te um adiantamento nos embr iões do grupo PlacAAD3, com s igni f icat ivamente menos BL 
e mais BLE que o grupo testemunha.  Em D10,  não se ver i f icam di ferenças s igni f icat ivas entre os 
dois  grupos.  

A redução do tempo de incorporação do AA de toda a cul tura para apenas até ao tercei ro 
d ia do desenvolv imento embr ionár io permi t iu  anular  a grande d ispar idade do número de 
embr iões dos grupos t ratado e não t ratado nos d i ferentes d ias de cul tura ( f igura 1) ,  
apresentando mesmo em D10,  o grupo PlacAAD3, mais embr iões que a testemunha.  
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Quadro 4.  Efe i to  do AA adic ionado ao meio de cul tura de embr iões até aos 3 d ias de idade 
sobre a d inâmica do desenvolv imento embr ionár io em co-cul tura com célu las p lacentár ias 
(M=mórula,  JBL=jovem blastóc i to,  BL=blastóc i to,  BLE=blastóc i to expandido,  EXT=extrusado;  
Exp.  2,  D7 e D8 -  8 répl icas,  D9 -  8 répl icas no grupo testemunha e 7 no grupo PlacAAD3 e D10 
-  5 répl icas no grupo testemunha e 4 no grupo PlacAAD3).  

Dia 7 (n) M (%) JBL (%) BL (%) BLE (%) 
Testemunha 62 69,35 12,9 11,29 6,45 
PlacAAD3 73 69,86 20,54 8,22 1,37 
Valor de P (χχ2)  P>0,05 P>0,05 P>0,05 P>0,05 

Dia 8 (n) M (%) JBL (%) BL (%) BLE (%) EXT (%) 
Testemunha 53 7,54 35,85 33,96 22,64 0 
PlacAAD3 59 15,25 47,46 16,94 20,33 0 
Valor de P (χχ2)  P>0,05 P>0,05 P=0,03 P>0,05 P>0,05 

Dia 9 (n) BL (%) BLE (%) EXT (%) 
Testemunha 35 40,54 48,64 10,81 
PlacAAD3 34 33,33 54,54 12,12 
Valor de P (χχ2)  P=0,02 P=0,03 P>0,05 

Dia 10 (n) BL (%) BLE (%) EXT (%) 
Testemunha 22 13,63 54,54 31,81 
PlacAAD3 26 15,38 65,38 19,23 
Valor de P (χχ2)  P>0,05 P>0,05 P>0,05 

 
 
DISCUSSÃO E CONCLUSÕES 
 

O AA é o percursor  dos e icosanóides e a sua l iber tação da membrana c i toplasmát ica 
pode const i tu i r  uma l imi tação ao in íc io da sua cascata metaból ica,  pois  apenas a forma l ivre é 
suscept íve l  de ser  metabol izada.  Esta mobi l ização ou é real izada pela fosfo l ipase A2,  Ca+ +  
dependente,  que or ig ina a l iber tação do AA di rectamente dos depósi tos ester i f icados dos 
fosfo l íp idos membranár ios,  ou pela h idró l ise sequencia l  do fosfat id i l inos i to l  pe las fosfo l ipase C 
e d ig l icero l ipase ( I rv ine,  1982;  Shalev et  a l . ,  1994).  A suplementação dos SPZ bovinos com AA 
aumenta a síntese de PG (Shalev et  a l . ,  1994) ,  o  mesmo acontecendo com os embr iões bovinos 
(Lewis et  a l . ,  1982).  Estes embr iões conseguem metabol izar  o AA através da c ic lo-ox igenase 
(COX) em PG (Lewis et  a l . ,  1982;  Shemesh et  a l . ,  1994;  L im e Hansel ,  1996).  Não foram 
encontradas referências quanto à presença das l ipo-ox igenases e epo-oxigenase capazes de 
metabol izar  o AA, nos embr iões bovinos com idade in fer ior  a 13 d ias.  

A suplementação de 100 µM de AA ao longo de toda a cul tura de célu las p lacentár ias e 
embr iões leva a uma melhor ia nas c l ivagens (exper iência 2) ,  mas pre judica o desenvolv imento 
u l ter ior  dos embr iões.  Esta acção pre judic ia l  ver i f ica-se após o estadio de mórula,  com grande 
redução da formação de BL e BLE e ausência de embr iões extrusados.  A qual idade dos 
embr iões também é afectada negat ivamente pela presença do AA. Os efe i tos negat ivos do AA 
nos embr iões desaparecem quando este é adic ionado apenas até ao 3º  d ia do desenvolv imento 
embr ionár io,  suger indo a síntese de a lgum ou a lguns metabol i to(s)  do AA que,  embora benéf icos 
no in íc io do desenvolv imento embr ionár io,  o  pre judicam numa fase mais tard ia.   

O benef íc io da presença de AA no meio de cul tura de embr iões na fase in ic ia l  do 
desenvolv imento embr ionár io é conf i rmada por  L im e Hansel  (1996) que,  adic ionando 50 ng /ml  
de AA ao meio de cul tura def in ido BECM, conseguiram aumentar  s igni f icat ivamente o 
desenvolv imento dos embr iões,  após as 8 célu las e até ao estadio de mórula.  Nesta exper iência 
não fo i  conseguida a formação de BL com este t ratamento.  A metabol ização do AA pelos 
embr iões pode ser  d i ferente de acordo com o seu estadio de desenvolv imento e também com a 
qual idade dos embr iões produzidos.  Shemesh et  a l .  (1994) conseguiram detectar  a COX em 
embr iões bovinos com 48 horas,  ver i f icando depois uma descida abrupta nos níveis  deste 
enzima na jovem mórula.  A presença da COX nos embr iões coinc ide com um aumento dramát ico 
na secreção de PGE2 e a lguma PGF2α ,  48 horas após a fer t i l ização in  v i t ro .  Às 72 horas após 
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esta fer t i l ização,  no estadio de jovem mórula,  as concentrações de PGE2 entram em decl ín io e,  
as de PGF2α ,  passam a ser  indetectáveis  (Gurevich e Shemesh,  1994;  Shemesh et  a l . ,  1994).  
Nadeau et  a l .  (1994) aval iaram a capacidade de embr iões bovinos D6,  produzidos in  v i t ro ,  
s in tet izarem PG, tendo ver i f icado que a produção de PGE2 é super ior  nos embr iões mui to bons 
re lat ivamente aos de menor qual idade,  enquanto que os níveis  de PGF2α  se mantém 
inal terados.  Estes t rabalhos parecem reforçar  a importância da predominância da PGE2 sobre a 
PGF2α  no in ic io  do desenvolv imento embr ionár io até ao estadio de mórula.  

Os mecanismos subjacentes às acções do AA nos embr iões podem ser  vár ios e resul tar ,  
para a lém da ut i l ização do AA pelos embr iões,  da sua metabol ização pelas célu las 
t rofoblást icas da p lacenta em co-cul tura.  Estas célu las em cul tura produzem pr inc ipalmente 
PGE2 e a lguma PGF2α  (Shemesh et  a l . ,  1984a;  Gross et  a l . ,  1987;  Gross e Wi l l iams,  1988) .  
Reimers et  a l .  (1985) ident i f icaram a produção de prostac ic l ina para a lém da PGE2. Esta 
predominância na síntese da PGE2 pelas célu las da p lacenta em cul tura (Shemesh et  a l . ,  1984;  
Gross et  a l . ,  1987;  Gross e Wi l l iams,  1988) pode ser  responsável  pelo efe i to  b i fás ico ver i f icado 
no desenvolv imento embr ionár io in  v i t ro ,  com bons resul tados na pr imeira fase,  da c l ivagem a 
jovens mórulas,  mas p iores a par t i r  de D8.  A suplementação com AA ao longo de toda a cul tura 
destas célu las exacerba este efe i to  b i fás ico,  provavelmente por  aumento da síntese de PG. No 
grupo da p lacenta suplementado com AA ver i f ica-se uma descida s igni f icat iva na taxa de 
embr iões de D7 para D8 (23,1 para 15,14%, P=0,02) .  Esta descida da taxa de embr iões entre 
D7 e D8 também se ver i f ica quando célu las da granulosa e embr iões são suplementados com 
indometacina e PGE2 ou apenas PGE2, corroborando o envolv imento da PGE2 neste processo 
(Perei ra,  2001).  

Este t rabalho demonstra que o AA apresenta uma acção b i fás ica,  posi t iva no 
desenvolv imento dos embr iões até ao estadio de mórula,  pre judicando o seu desenvolv imento 
poster ior .  Esta acção pre judic ia l  ver i f ica-se logo após o estadio de mórula,  com uma grande 
redução da formação de b lastóc i tos e b lastóc i tos expandidos e ausência de embr iões 
extrusados.  A qual idade dos embr iões também é reduzida.  Os efe i tos negat ivos do AA 
desaparecem quando este é adic ionado apenas até ao 3º  d ia do desenvolv imento embr ionár io,  
suger indo a síntese de a lgum ou a lguns de seus metabol i to(s) ,  provavelmente a PGE2, que 
embora benéf icos para o in íc io desse desenvolv imento,  o pre judicam numa fase mais tard ia.  
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