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CULTURA COM CELULAS PLACENTARIAS.

EFFECT OF ARACHIDONIC ACID (AA) ON IN VITRO BOVINE EMBRYOS CO-CULTURED
WITH PLACENTAL CELLS

R.M. Pereira, C.C. Marques, M.C. Baptista; M.I. Vasques e A.E.M. Horta.
Estacdo Zootécnica Nacional - INIA, Departamento de Fisiologia e Reprodugdo Animal, 2000
Vale de Santarém

RESUMO

O AA é o precursor dos eicosandides, podendo ser metabolizado pelos embrifes e
células em co-cultura. Testou-se o efeito do AA em diferentes estadios do desenvolvimento de
embrides bovinos cultivados em monocamadas de células trofoblasticas da placenta. Foram
realizadas duas experiéncias em que se suplementou o meio de cultura com 100 mM de AA
utilizado para refrescar os embrides ao longo de toda a cultura (experiéncia 1) ou apenas até
aos 3 dias de idade (Experiéncia 2). Em ambas as experiéncia, 22 horas ap6s a inseminacao in
vitro dos oocitos (DO=dia da inseminacdo), os zigotos foram divididos em dois grupos (Exp. 1 -
testemunha n=341 e PlacAA n=391; Exp. 2 - testemunha n=586 e PlacAAD3 n=576) e
introduzidos nas monocamadas, prosseguindo o seu desenvolvimento até aos 12-13 dias de
idade. No momento da transferéncia, as células placentarias ja tinham uma semana de cultura
com ou sem AA, continuando a suplementacdo com AA ao longo de toda a cultura na
experiéncia 1 e, apenas até aos 10 ou 11 dias de cultura, na experiéncia 2.

Na experiéncia 1, a suplementacdo dos meios de cultura de embrides com AA nao
influenciou significativamente a taxa de embrides clivados, em D7 e D8. No entanto, diminuiu a
qualidade dos embrides (mais embrides maus e menos médios que a testemunha) e a taxa de
embrides extrusados (P=0,06) e atrasou o desenvolvimento embrionério. Para além do atraso
verificado, o namero total de embrides sofreu uma grande redugdo entre D7 e D10. Na
experiéncia 2, a suplementacdo dos meios de cultura com AA até aos 3 dias de idade dos
embrides aumentou significativamente a taxa de clivagem (65,4 vs. 71,7%, P=0,02), néo
havendo diferencas quanto & taxas e qualidade dos embrides, nem atraso no desenvolvimento
embrionario.

O AA apresenta uma acg¢do bifasica, positiva no desenvolvimento dos embrides até ao
estadio de mdrula, prejudicando o seu desenvolvimento posterior. Esta acc¢do prejudicial
verifica-se logo apds o estadio de mdrula, com uma grande reducdo da formacdo de blastocitos
e blastécitos expandidos e auséncia de embrides extrusados. A qualidade dos embrifes também
é reduzida. Os efeitos negativos do AA desaparecem quando este é adicionado apenas até ao 3°
dia do desenvolvimento embrionario, sugerindo a sintese de algum ou alguns de seus
metabolito(s), que embora benéficos para o inicio desse desenvolvimento, o prejudicam numa
fase mais tardia.

SUMMARY

Arachidonic acid (AA) is a precursor of eicosanoids metabolized by embryos and cells in
co-culture. It was evaluated the effect of AA on different stages of bovine embryo development
co-cultured with placental trophoblastic cells. Embryo culture medium was supplemented with
100 pM AA from Day 0 (DO) of embryo development to D13-D14 in Experiment 1, or from DO to
D3 of embryo development in Experiment 2. In both experiments, 22 hours after in vitro
insemination, ova were randomly allotted into two groups (Exp. 1: Control group, n=341 and
PlacAA, n=391; Exp. 2: Control group, n=586 and PlacAAD3, n=576) and transferred to
monolayers of placental cells until day 12 or 13 of embryo development. At the moment of ova
transfer placental cell monolayers have been previously in culture for seven days, supplemented
or not with AA, and this supplementation continued to the end of culture in Exp. 1 or only to day
10-11 of cell culture in Exp. 2.
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In Exp. 1, AA added to embryo culture medium did not significantly affected ova cleavage
rate and embryo rates at D7 and D8. Nevertheless, later embryos showed lower quality rates
(higher number of bad, and less medium quality embryos), lower extrusion rates (P=0,06) and
delayed embryo development. Embryos from D7 to D10 also suffered a great reduction in
number. In Exp. 2, AA supplementation from DO to D3 of embryo development significantly
increased ova cleavage rate (65,4% vs.71,7%, P=0,02), and no significant differences in embryo
number and quality at D7-8 were found. Also, no delay in embryo development was showed in
this experiment.

Arachidonic acid induces a biphasic effect on embryo development, positive from
cleavage stage to morula, and a negative one from morula onwards. This detrimental effect is
evident immediately after morula stage, as confirmed by a great reduction in blastocyst and
expanded blastocyst production. Embryo quality is also reduced. These detrimental effects are
neutralised when AA is added from day 0 to day 3 of embryo development. These results
suggest that some of the AA metabolites, synthesised during in vitro culture, are beneficial to
early embryos, although the same metabolites may have a detrimental effect on later stages of
embryo development.

INTRODUCAO

A utilizacdo de células em cultura para suporte do desenvolvimento embrionéario in vitro é
uma das estratégias mais praticadas pelos laboratérios de produgdo de embrides bovinos. No
entanto, a co-cultura de embriées com células trofoblasticas da placenta é uma técnica pouco
difundida e resultados do nosso laboratorio apontam para a presencga de factores no sistema de
cultura destas células que beneficiam a fase inicial do desenvolvimento embrionario in vitro,
factores esses ou outros entretanto sintetizados que, numa fase posterior, prejudicam esse
desenvolvimento (Pereira et al., 1999a,b).

As células da placenta em cultura sintetizam prostaglandinas (PG) para o0 meio (Shemesh
et al., 1979; Gross e Williams, 1988) e os embrides bovinos desde os estadios mais precoces do
desenvolvimento conseguem metabolizar o AA (Shemesh et al., 1994; Lim e Hansel, 1996) e
regular a secregdo diferencial de PG pelas células do endométrio bovino em cultura (Tiemann et
al., 1995), sendo possivel que desequilibrios na sintese das PG por parte das células
placentarias cultivadas in vitro, estejam na origem deste efeito bifasico verificado no
crescimento embrionério.

Neste trabalho, testou-se o efeito do AA em diferentes estadios do desenvolvimento de
embrides bovinos cultivados em monocamadas de células trofoblasticas da placenta.

MATERIAL E METODOS

A recolha de ovarios e placentas bovinas foi realizada no matadouro de Santarém logo
ap6s o abate. As placentas destinados & obtencdo de células para cultura foram transportadas
para o laboratério em PBS a 4° C (0,15% de BSA+ 0,05 mg ml-! de kanamicina + 0,25 ng ml!
anfoterina B) e os ovarios destinados aproducdo de embrides em PBS a 37° C.

Procedeu-se adigestdo enzimatica (0,25% tripsina em solucdo balanceada de Hank sem
Ca** e Mg**) dos cotilédones fetais para obtencdo das células epiteliais trofoblasticas das
placentas. Estas células, apds coloracdo (corante vital — azul tripan a 0,4% e corante nuclear -
lacmoéide a 1% em acido acético a 45° para diferenciar as células mono e binucleadas) e
contagem, foram suspensas em meio de cultura (TCM199 + 10% de FCS + 100 Ul de penicilina +
100 ng ml-t de estreptomicina + 0,25 ng ml! anfoterina B), suplementado ou ndo com 100 mM
de AA, de forma a obter uma concentracdo de 5 x 105 células ml-t. Para a cultura das células
placentarias em monocamada colocaram-se 8 gotas de 100 nl da suspensdo celular em placa de
Petri, submersas em 6leo mineral, que permaneceram na estufa incubadora em ambiente
saturado de humidade, com 5% CO2 e a 39° C durante 3 semanas. Estas placas eram
refrescadas com meio de cultura de 48 em 48 horas. Nos dias 8 ou 9 de cultura das células
foram introduzidos os zigotos para a co-cultura e, o soro incorporado nos meios de cultura
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utilizados para o resfrescamento de células e embriées passou a ser o SOCS (Pereira et al.,
1999a).

Para a producdo dos embrides procedeu-se & recolha dos odcitos pela aspiracdo dos
foliculos com 2 a 6 mm de diametro de ovarios transportados do matadouro a 37° C. Os
complexos cumulus-o6citos aspirados foram colocados em meio de cultura (TCM199 + 10%
SOCS + 100 Ul de penicilina, 100 ng ml-1 de estreptomicina) dentro duma estufa incubadora a
39° C, com 5% de CO2 e saturada de humidade durante 22 a 24 horas. Apés este periodo, 0s
o6citos maturados foram inseminados (DO=dia da inseminacdo) com sémen bovino descongelado
e submetido a um processo de swim-up em meio Talp. Os odcitos e espermatozoides
permaneceram 22 horas no meio de fertilizacdo (gotas de 40 ml com 10 odcitos em cada), ap6s
0 que foram transferidos para as monocamadas de células placentarias onde ficaram 12 dias.
Imediatamente antes da sua transferéncia, os o6citos inseminados foram submetidos a agitacdo
no vortex em solu¢do de TCM199 com 0,1% de hialuronidase para retirar as células do cumulus
e divididos em 2 grupos em ambas as experiéncias. No momento da transferéncia, as células
placentarias ja tinham uma semana de cultura com ou sem AA, continuando a suplementacdo
com AA ao longo de toda a cultura na experiéncia 1 e, apenas até aos 10 ou 11 dias de cultura
(Dc), na experiéncia 2.

Experiéncia 1. Efeito da adicdo de AA no desenvolvimento de embrifes em co-cultura
com monocamadas de células da placenta (6 réplicas).

Nesta experiéncia, adicionou-se 100 mM de AA em etanol (concentracdo final foi
ajustada para nédo ultrapassar 0,1%) ao meio de cultura das células placentarias a partir de DcO
e durante a co-cultura dos embrifes. Foram constituidos 2 grupos de células placentarias em
monocamada refrescadas com meio de cultura suplementado com AA (PlacAA; n=339) e, a
testemunha, sem AA (testemunha, n=341).

Experiéncia 2. Efeito da adicdo de AA até os embrides atingirem 3 dias de idade, em co-
cultura com monocamadas de células da placenta, no desenvolvimento embrionario (8 réplicas).

Nesta experiéncia, adicionou-se 100 mM de AA em etanol etanol (concentragdo final foi
ajustada para ndo ultrapassar 0,1%) ao meio de cultura das células placentarias a partir de DcO
e até Dcl10-11, correspondendo a incorporagdo de AA durante a co-cultura dos embrides até
aos 3 dias de idade Foram constituidos 2 grupos de células placentarias em monocamada
refrescadas com meio de cultura suplementado com AA até Dcl10-11 (PlacAAD3; n=576) e, a
testemunha, sem AA (testemunha, n=586).

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

RESULTADOS

Na experiéncia 1, a incorporagdo de AA no meio de cultura de embribes para o
refrescamento das células trofoblasticas da placenta e embrides durante toda a co-cultura nédo
influenciou significativamente as taxas de clivagem, de embrides em D7 e D8 nem extrusados,
embora estes (ltimos apresentassem uma tendéncia (P=0,06) para valores inferiores ao grupo
testemunha. Quando esta incorporacdo é realizada apenas até ao Dcl0-Dcll das células
placentarias (experiéncia 2), correspondendo ao momento em que os embrides atingem 3 dias
de idade, ela influencia positivamente (P=0,02) as taxas de clivagem, mas ndo interfere nas
taxas de embrides em D7, D8 e EXT (quadro 1).

No grupo PlacAA verificou-se uma diminuicdo significativa da taxa de embrides em D7 de
23,1 para 15,14% em D8 (c2=5,151, P=0,02), o que ndo aconteceu no grupo testemunha. Esta
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tendéncia de redugdo da taxa de embrides mantém-se e acentua-se até ao fim da cultura, com
apenas 2,39% em D10. Na experiéncia 2, esta situacdo nédo se verifica (figura 1).

Quadro 1. Efeito da suplementagdo do meio de cultura de embrifes com AA ao longo de toda a
cultura (experiéncia 1) ou até aos 3 dias de idade dos embrides (experiéncia 2) sobre a
producdo de embrides em co-cultura com células da placenta (Exp. 1, 6 réplicas; Exp. 2, 8
réplicas, excepto embrides EXT do grupo PlacAAD3 com 7 réplicas).

Odcitos Embrides Embrides em D7 | Embribes em D8 Embrides
Grupos Insemin. clivados Extrusados
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 (c?) 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 (c?) P=0,02 P>0,05 P>0,05 P>0,05

Figura 1. Influéncia da suplementacdo com AA ao longo de toda a cultura (experiéncia 1) ou até
ao terceiro dia dos embrides (experiéncia 2) no desenvolvimento embrionario.
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Na experiéncia 1, a qualidade dos embrides em D8 (quadro 2) é inferior no grupo PlacAA,
apresentando significativamente mais embrides de grau 4 e menos de grau 3 que a testemunha.
Na experiéncia 2 ndo existem diferencgas significativas na qualidade dos embriGes em D8.

A suplementacdo dos meios de cultura com AA interfere na dindmica do desenvolvimento
dos embriées em co-cultura com células da placenta (quadro 3). Na experiéncia 1, embora nao
existam diferencas significativas entre grupos tratado e testemunha em D7, os embrides
cultivados nas células placentarias refrescadas com AA encontram-se atrasados em D8, com
significativamente mais moérulas e menos BL do que a testemunha. Este atraso mantém-se em
D9, com mais BL e menos BLE que a testemunha. Em D10, o nimero de embriées no grupo
PlacAA é muito reduzido e ndo existem diferencas significativas entre grupos. Para além do
atraso no desenvolvimento verificado nos embrides cultivados com células placentarias e AA ao
longo de toda a cultura, existe uma grande redu¢do no nimero total de embriées entre D7 e D10
de, respectivamente, 58 para 6 embrides.
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Quadro 2. Efeito da suplementacdo do meio de cultura de embri6es com AA ao longo de toda a
cultura (exp. 1) ou até aos 3 dias de idade dos embrides (exp. 2) sobre a qualidade dos
embrides D8 (grau 1=muito bom....grau 4=mau; Exp.1, 6 réplicas; Exp.2, 8 réplicas).

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

Experiéncia 1

Testemunha 0 2,17 23,91 73,91

PlacAA 0 0 0 100

valor de P (c?) P>0,05 P>0,05 P=0,004 P=0,001
Experiéncia 2

Testemunha 0 3,77 18,87 77,35

PlacAAD3 17 0 16,95 81,35

Valor de P (c?) P>0,05 P>0,05 P>0,05 P>0,05

Quadro 3 Efeito da suplementacdo do meio de cultura de embrides com AA sobre a dinamica do
desenvolvimento embriondrio em co-cultura com células da placenta (M=mdrula, JBL=jovem
blastocito, BL=blastécito, BLE=blastdcito expandido, EXT=extrusado; Exp. 1, 6 réplicas).

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 (c?) 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 (c?) 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 (c?) 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 (c?) P>0,05 P>0,05 P>0,05

Quando o AA ¢é adicionado ao meio de cultura de embrides até aos 3 dias de idade, a
dindmica do desenvolvimento embrionario (quadro 4) ndo apresenta diferencas significativas em
D7, mas em D8, o grupo testemunha tem significativamente mais BL que o grupo PlacAAD3. Em
D9 existe um adiantamento nos embrides do grupo PlacAAD3, com significativamente menos BL
e mais BLE que o grupo testemunha. Em D10, ndo se verificam diferencgas significativas entre os
dois grupos.

A reducdo do tempo de incorporacdo do AA de toda a cultura para apenas até ao terceiro
dia do desenvolvimento embrionario permitiu anular a grande disparidade do nUmero de
embrides dos grupos tratado e ndo tratado nos diferentes dias de cultura (figura 1),
apresentando mesmo em D10, o grupo PlacAAD3, mais embriées que a testemunha.
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Quadro 4. Efeito do AA adicionado ao meio de cultura de embrides até aos 3 dias de idade
sobre a dinamica do desenvolvimento embrionario em co-cultura com células placentarias
(M=mérula, JBL=jovem blastécito, BL=blastocito, BLE=Dblastécito expandido, EXT=extrusado;
Exp. 2, D7 e D8 - 8 réplicas, D9 - 8 réplicas no grupo testemunha e 7 no grupo PlacAAD3 e D10

- 5 réplicas 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 (c?) 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 (c?) 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 (c?) 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 (c?) P>0,05 P>0,05 P>0,05

DISCUSSAO E CONCLUSOES

O AA é o percursor dos eicosandides e a sua libertacdo da membrana citoplasmatica
pode constituir uma limitagdo ao inicio da sua cascata metabdlica, pois apenas a forma livre é
susceptivel de ser metabolizada. Esta mobilizacdo ou é realizada pela fosfolipase A2, Ca**
dependente, que origina a libertacdo do AA directamente dos depositos esterificados dos
fosfolipidos membranéarios, ou pela hidrdlise sequencial do fosfatidilinositol pelas fosfolipase C
e diglicerolipase (Irvine, 1982; Shalev et al., 1994). A suplementacdo dos SPZ bovinos com AA
aumenta a sintese de PG (Shalev et al., 1994), o mesmo acontecendo com os embrides bovinos
(Lewis et al., 1982). Estes embrifes conseguem metabolizar o AA através da ciclo-oxigenase
(COX) em PG (Lewis et al.,, 1982; Shemesh et al., 1994; Lim e Hansel, 1996). Ndo foram
encontradas referéncias quanto a presenca das lipo-oxigenases e epo-oxigenase capazes de
metabolizar o AA, nos embrides bovinos com idade inferior a 13 dias.

A suplementacdo de 100 mM de AA ao longo de toda a cultura de células placentéarias e
embrides leva a uma melhoria nas clivagens (experiéncia 2), mas prejudica o desenvolvimento
ulterior dos embrides. Esta ac¢do prejudicial verifica-se ap6s o estadio de morula, com grande
reducdo da formagdo de BL e BLE e auséncia de embrides extrusados. A qualidade dos
embrides também é afectada negativamente pela presenca do AA. Os efeitos negativos do AA
nos embrides desaparecem quando este é adicionado apenas até ao 3° dia do desenvolvimento
embriondrio, sugerindo a sintese de algum ou alguns metabolito(s) do AA que, embora benéficos
no inicio do desenvolvimento embriondrio, o prejudicam numa fase mais tardia.

O beneficio da presenca de AA no meio de cultura de embrides na fase inicial do
desenvolvimento embrionario é confirmada por Lim e Hansel (1996) que, adicionando 50 ng /ml
de AA ao meio de cultura definido BECM, conseguiram aumentar significativamente o
desenvolvimento dos embrifes, ap6s as 8 células e até ao estadio de mérula. Nesta experiéncia
ndo foi conseguida a formagdo de BL com este tratamento. A metabolizacdo do AA pelos
embrides pode ser diferente de acordo com o seu estadio de desenvolvimento e também com a
qualidade dos embrifes produzidos. Shemesh et al. (1994) conseguiram detectar a COX em
embriées bovinos com 48 horas, verificando depois uma descida abrupta nos niveis deste
enzima na jovem morula. A presenca da COX nos embrides coincide com um aumento dramético
na secrecdo de PGE2 e alguma PGF2a, 48 horas apds a fertilizac&o in vitro. As 72 horas apds
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esta fertilizacdo, no estadio de jovem morula, as concentracdes de PGE2 entram em declinio e,
as de PGF2a, passam a ser indetectaveis (Gurevich e Shemesh, 1994; Shemesh et al., 1994).
Nadeau et al. (1994) avaliaram a capacidade de embrides bovinos D6, produzidos in vitro,
sintetizarem PG, tendo verificado que a producdo de PGE2 é superior nos embrides muito bons
relativamente aos de menor qualidade, enquanto que os niveis de PGF2a se mantém
inalterados. Estes trabalhos parecem reforcar a importancia da predominancia da PGE2 sobre a
PGF2a no inicio do desenvolvimento embrionério até ao estadio de mdrula.

Os mecanismos subjacentes as ac¢des do AA nos embrides podem ser varios e resultar,
para além da utilizacdo do AA pelos embribes, da sua metabolizacdo pelas células
trofoblasticas da placenta em co-cultura. Estas células em cultura produzem principalmente
PGE2 e alguma PGF2a (Shemesh et al., 1984a; Gross et al., 1987; Gross e Williams, 1988).
Reimers et al. (1985) identificaram a producdo de prostaciclina para além da PGE2. Esta
predominancia na sintese da PGE2 pelas células da placenta em cultura (Shemesh et al., 1984;
Gross et al., 1987; Gross e Williams, 1988) pode ser responsavel pelo efeito hifasico verificado
no desenvolvimento embrionario in vitro, com bons resultados na primeira fase, da clivagem a
jovens morulas, mas piores a partir de D8. A suplementacdo com AA ao longo de toda a cultura
destas células exacerba este efeito bifasico, provavelmente por aumento da sintese de PG. No
grupo da placenta suplementado com AA verifica-se uma descida significativa na taxa de
embrides de D7 para D8 (23,1 para 15,14%, P=0,02). Esta descida da taxa de embrifes entre
D7 e D8 também se verifica quando células da granulosa e embrides sdo suplementados com
indometacina e PGE2 ou apenas PGE2, corroborando o envolvimento da PGE2 neste processo
(Pereira, 2001).

Este trabalho demonstra que o AA apresenta uma acc¢do bifasica, positiva no
desenvolvimento dos embrides até ao estadio de moérula, prejudicando o seu desenvolvimento
posterior. Esta accdo prejudicial verifica-se logo apds o estadio de mérula, com uma grande
reducdo da formacdo de blastécitos e blastocitos expandidos e auséncia de embrides
extrusados. A qualidade dos embribes também € reduzida. Os efeitos negativos do AA
desaparecem quando este é adicionado apenas até ao 3° dia do desenvolvimento embrionario,
sugerindo a sintese de algum ou alguns de seus metabolito(s), provavelmente a PGE2, que
embora benéficos para o inicio desse desenvolvimento, o prejudicam numa fase mais tardia.
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