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FORMATO DA DISSERTAÇÃO 

 

A presente dissertação é composta por capítulos. 

O capítulo 1 apresenta uma introdução geral sobre o tema produção in vitro de 

embriões, os objetivos e a hipótese desta dissertação. 

O capítulo 2 trata-se de revisão de literatura contextualizando o estado da arte da 

produção in vitro de embriões, a utilização de aminoácidos e o embasamento 

necessário explicando os benefícios e resultados encontrados com a utilização de 

dipeptídeos em meios de cultivo embrionário in vitro em substituição aos aminoácidos. 

O capítulo 3 é referente ao artigo produzido a partir dos experimentos realizados, 

avaliando a utilização de dipeptídeos na maturação in vitro de oócitos e no cultivo in 

vitro de embriões bovinos. A publicação dos dados é dependente do registro de 

patente. Quando publicados, a submissão será para a revista Theriogenology, 

classificada como Qualis A2 para a área de Medicina Veterinária. 

O Capítulo 4 finaliza esta dissertação com conclusões gerais deste trabalho e com 

sugestões e hipóteses para continuidade dos estudos relacionados com esta 

dissertação em projetos futuros.   

As referências de todos os capítulos se encontram em lista única ao final da 

dissertação. 
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RESUMO GERAL 

 

A produção de embriões bovinos in vitro apresentou grande avanço nos últimos anos 

no Brasil, tornando o país líder mundial. Aminoácidos fazem parte da lista de 

componentes dos meios de maturação e cultivo in vitro, com benefícios fundamentais à 

cultura de embriões bovinos como o aumento das taxas de maturação, clivagem, 

blastocistos e eclosão embrionária, além da melhoria da qualidade dos embriões com 

aumento da contagem total de células. No entanto, a glutamina apresenta alguns 

prejuízos, por ser espontaneamente degradada em soluções aquosas e temperaturas 

superiores a 37ºC, gerando compostos amoníacos tóxicos aos embriões. Dipeptídeos 

são estruturas químicas compostas por dois aminoácidos conjugados, estáveis a altas 

temperaturas. Alanil-glutamina e Glicil-glutamina são dipeptídeos sugeridos para 

substituição da glutamina nos meios de maturação e cultivo in vitro de embriões. O 

objetivo desta pesquisa é estudar os efeitos dos compostos estáveis alanil-glutamina 

(Ala-gln) e glicil-glutamina (Gli-gln) em substituição aos aminoácidos glutamina, alanina 

e/ou glicina na maturação in vitro (MIV) de oócitos e no cultivo in vitro (CIV) de 

embriões bovinos, com a finalidade de se determinar os efeitos sobre a produção e 

qualidade dos embriões produzidos in vitro. A avaliação dos embriões foi realizada por 

meio da cinética de desenvolvimento in vitro nos dias 3 (d3), 7 (d7) e 8 (d8) de CIV e da 

qualidade embrionária, pela contagem total de células. O experimento 1 avaliou Ala-gln 

em substituição à glutamina na MIV. O experimento 2 avaliou Gli-gln em substituição à 

glutamina na MIV. Os experimentos 3 e 4 avaliaram duas diferentes concentrações de 

Ala-gln e Gli-gln associados na substituição da glutamina, alanina e glicina no CIV. No 

experimento 5, foram preparados dois grupos tratados, sendo Ala-gln adicionado de 

glicina e Gli-gln adicionado de alanina substituindo glutamina e alanina ou glicina. Não 

houve diferença (p>0,05) na taxa de clivagem entre os grupos tratados e controle 

independente da etapa de aplicação (MIV ou CIV) dos dipeptídeos. Ala-gln, quando 

utilizado na MIV, aumentou (p<0,05) a taxa de blastocistos (d7) e o total de embriões 

em d7 e d8, Gli-gln não diferiu (p>0,05) nos parâmetros avaliados em relação ao 

controle. No CIV, quando Ala-gln e Gli-gln foram utilizados associados em maior 

concentração, houve uma redução (p<0,05) na taxa de blastocistos expandidos, total 
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de embriões (d7) e eclosão embrionária (d8). Quando os dipeptídeos foram 

adicionados separadamente, com a adição do aminoácido alanina e/ou glicina de 

acordo com o dipeptídeo, observou-se redução do total de embriões em d7 e d8 

(p<0,05) para ambos os grupos tratados em relação ao controle, e da eclosão 

embrionária para Gli-gln adicionado de alanina em relação ao Ala-gln adicionado de 

glicina e controle. Houve redução na contagem total de células quando os dipeptídeos 

foram aplicados associados no CIV, mas não quando os dipeptídeos foram utilizados 

separados nas etapas de MIV e CIV. Conclui-se que Ala-gln pode ser utilizado como 

substituto da glutamina em meios MIV, aumentando a produção embrionária, sem 

interferir na qualidade embrionária, mas não se recomenda a utilização dos dipeptídeos 

em conjunto ou isolados na etapa de CIV. 

 

Palavras-chave: alanil-glutamina, glicil-glutamina, oócitos, embriões in vitro. 
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ABSTRACT 

 
 

The in vitro production of bovine embryos showed great progress in recent years in 

Brazil, making the country a world leader. Amino acids are part of the list of components 

in the maturation and in vitro culture, with key benefits to the culture of bovine embryos 

as increased maturation rates, cleavage, blastocyst and embryo hatching, in addition to 

improving the quality of embryos with increased total cells count. However, glutamine 

has some damage, because it spontaneously degrades in aqueous solutions and 

temperatures exceeding 37°C, generating ammonia compounds that are toxic to 

embryos. Dipeptides are stable compounds at high temperatures. Alanyl-glutamine and 

glycyl-glutamine dipeptides are suggested for substitution of glutamine in in vitro culture 

and maturation media. The objective of this research is to study the effects of stable 

compounds alanyl-glutamine (Ala-gln) and glycyl-glutamine (Gli-gln) to replace the 

amino acid glutamine, alanine and/or glycine in in vitro maturation (IVM) of bovine 

oocytes and in vitro culture (IVC) of bovine embryos in order to determine the effects on 

the yield and quality of bovine embryos produced in vitro. The evaluation was performed 

by in vitro development kinetics on days 3 (d3), 7 (d7) and 8 (d8) of IVC and embryo 

quality by total cells count. In the experiment 1, it was evaluated Ala-gln replacing 

glutamine in IVM. The experiment 2, it was evaluated Gli-gln replacing glutamine in 

IVM. The experiments 3 e 4 evaluated two different concentrations of dipeptides Ala-gln 

and Gly-gln in replacement of glutamine, alanine and glycine. In the experiment 5 were 

prepared two treated groups, Ala-gln added with glycine and the Gly-gln added with 

alanine. There was no difference (p> 0.05) in cleavage rate between treated groups and 

control groups, no matter the implementation phase (IVM or IVC) of the dipeptide. Ala-

gln when used in IVM increased (p <0.05) the blastocyst rate (d7) and the total number 

of embryos ind 7 and d8. Gli-gln showed no differences in all parameters evaluated. In 

IVC, when Ala-Gln and Gly-Gln were used in combination, there was a reduction (p 

<0.05) in the expanded blastocyst rate, total number of embryos (d7) and of embryo 

hatching (D8). When dipeptides were added separately, with the addition of alanine 

and/or glycine dipeptide, according to the amino acid, there was a reduction (p <0.05) in 
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the total number of embryos (d7 and d8) and in embryo hatching (d8) when the Gly-Gln 

was used with addition of alanine. There was a reduction in total cell count when 

dipeptides were used together in IVC, but not when they were used alone in IVM and 

IVC. We conclude that Ala-Gln can be used as a substitute for glutamine in IVM media, 

increasing embryo production, without interfering with embryo quality, but it is not 

recommended the use of dipeptides together or isolated in IVC. 

 

Keywords: Alanyl-glutamine. Glycyl-glutamine. Oocytes. In vitro embryos. 
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CAPÍTULO 1 

 

1 INTRODUÇÃO 

Biotecnologias reprodutivas são ferramentas utilizadas no melhoramento 

genético de animais de produção. Entre estas biotecnologias está a produção in vitro 

de embriões (PIVE) bovinos que fundamentalmente é utilizada em dois processos: a 

multiplicação de material genético e a aceleração do melhoramento genético. 

Com a multiplicação de material genético, pode-se destacar o cruzamento 

industrial entre raças, com o propósito de se aproveitar a heterose das raças na 

produção de animais para produção e qualidade de carne ou leite (Pontes et al., 2010). 

Outro ponto importante é a otimização do material genético materno e paterno de 

indivíduos puros de origem ou com genética de interesse comercial no melhoramento 

de rebanhos, obtendo-se pela PIVE um grande número de bezerros oriundos do 

mesmo acasalamento.  

A PIVE é a biotecnologia que permite obter o maior número de progênies/ano 

(entre 25 e 50 bezerros) de uma mesma doadora (Varago et al., 2008) e um grande 

número de embriões utilizando uma única palheta de sêmen criopreservado. 

Na aceleração do melhoramento genético, a PIVE permite que um produtor 

obtenha em apenas uma geração um rebanho de alto padrão racial ou puro de origem, 

com a compra de gametas de animais puros de origem. O maior número de progênie 

também permite uma maior pressão de seleção e redução do intervalo entre gerações, 

utilizando fêmeas de alto potencial produtivo e racial como doadoras de oócitos para a 

produção dos embriões e fêmeas de baixo potencial ou sem padrão racial como 

receptoras de embriões produzidos in vitro (Marinho et al., 2012). 

A maior vantagem da PIVE é a flexibilidade para ser utilizada em rebanhos de 

qualquer aptidão e tamanho, tenha como finalidade a produção de animais comerciais 

destinados ao abate ou produção de leite, ou ainda produção de animais de elite, 

reprodutores e matrizes. 

Atualmente o Brasil é líder mundial na produção de embriões in vitro, com mais 

de 340 mil embriões bovinos produzidos in vitro em 2012 e representa mais de 75% da 

produção mundial de embriões in vitro, segundo o boletim estatístico da Sociedade 
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Internacional de Transferência de Embriões (IETS, 2013). O boletim também mostra 

dados com pouco mais de 50 mil embriões produzidos in vivo, que evidenciam o maior 

interesse na biotécnica PIVE no Brasil, principalmente se comparado aos Estados 

Unidos, onde mais de 250 mil embriões in vivo em contrapartida dos 74 mil embriões in 

vitro produzidos em 2012.  

A liderança só foi possível pelo desenvolvimento tecnológico consistente e pelos 

avanços científicos ocorridos desde a década de 90, quando se iniciaram as pesquisas 

com PIVE no Brasil.  

De modo geral, podem-se citar como alguns dos principais avanços tecnológicos 

a utilização da ultrassonografia nos processos de punção folicular guiada por 

ultrassonografia (OPU) em animais vivos e a compreensão da dinâmica folicular, 

caracterizando a fisiologia ovariana e o ciclo estral, bem como, determinando as fases 

para obtenção do maior número de oócitos e, consequentemente, reduzindo o intervalo 

entre gerações (Viana e Bols, 2005; Varago et al., 2008; Binelli et al., 2009). Após a 

realização da OPU e consequente obtenção dos oócitos, a PIVE consiste de três 

etapas em laboratório: Maturação in vitro (MIV), Fertilização in vitro (FIV), Cultivo in 

vitro (CIV) (Gonçalves et al., 2007; Varago et al., 2008). 

Os efeitos farmacológicos das prostaglandinas, progestágenos e gonadotrofinas 

(hormônios luteinizante (LH) e folículo estimulante (FSH)), assim como seus análogos, 

na sincronização do ciclo estral também têm sido constantemente avaliados, com a 

finalidade de se otimizar a produção de embriões. A sincronização do ciclo estral tem 

sido muito bem aplicada no preparo de receptoras de embriões produzidos in vitro 

(Spell et al., 2001; Bó et al., 2002). No entanto, segundo Martins (2014), existe uma 

dificuldade de padronização de protocolos em doadoras que reflitam em uma maior 

produção embrionária. 

A compreensão da MIV dos oócitos, capacitação espermática, FIV e as 

necessidades nutricionais dos gametas e embriões, bem como dos sistemas de cultivo 

(Gonçalves et al., 2007), estão entre os avanços científicos que levaram a uma 

produção em escala comercial de embriões in vitro. A produção comercial ganhou 

destaque com a utilização de sêmen criopreservado e sexado (Pontes et al., 2010). 
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Esses avanços não ocorreram de maneira simultânea, mas permitiram ao Brasil 

chegar ao patamar de líder mundial na PIVE pelo terceiro ano consecutivo (IETS, 

2013). 

Entender as necessidades nutricionais dos gametas e embriões e a interação 

dos meios de cultivo com o sistema de cultivo contribuiu para determinar os efeitos in 

vitro da adição de aminoácidos, sais e proteínas (soro fetal bovino (SFB) ou albumina 

sérica bovina (BSA)) nos meios de cultivo.  

Uma importante contribuição foi a relação entre o sistema de cultivo in vitro com 

as características observadas, inerentes e relacionados à doadora, ao reprodutor, raça, 

idade, patologias neonatais do bezerro PIVE e as influências da qualidade de oócitos e 

embriões sobre os índices de produção da PIVE (Leeuw et al., 1998). 

O ponto crucial da PIVE está relacionado à baixa qualidade de oócitos e 

embriões, que impedem melhores taxas de produção embrionária e gestação 

(Lonergan et al., 1994; Enright et al., 2000).  

A utilização eficiente da criopreservação como biotecnologia de suporte para 

conservação do material genético e o aumento das taxas de produção embrionária na 

PIVE depende da melhoria da qualidade de oócitos e embriões produzidos in vitro. 

Os meios e os sistemas de cultivo são o principal alvo de estudos para melhorar 

a qualidade embrionária, que ao longo dos anos apresentaram resultados importantes 

com os ajustes da regulação e tipos de fontes energéticas relacionadas a: a) cada fase 

embrionária (Takahashi e First, 1992), b) adição e os efeitos de aminoácidos 

(Rosenkrans e First, 1994; Steeves e Gardner, 1999), c) regulação e redução das 

concentrações do SFB (Nakao e Nakatsuji, 1990; Wang et al., 1997), d)  interação e 

regulação do pH e osmolaridade dos meios de cultivo com o ambiente de CIV e 

redução das concentrações de oxigênio na atmosfera de CIV (Gardner e Lane, 1996) e, 

ainda, e) o co-cultivo de células (Goto et al., 1988; Zhang et al., 1995; Donnay et al., 

1997). 

Mesmo com importantes estudos esclarecendo diversos fatores importantes ao 

desenvolvimento embrionário, o ambiente de CIV apresenta características de 

toxicidade para o desenvolvimento de embriões in vitro, principalmente relacionado à 

adição do aminoácido glutamina (Gardner e Lane, 1993). 
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 Importante ao metabolismo e ao desenvolvimento embrionário, a glutamina não 

pode ser reduzida ou retirada dos meios de cultivo (Carney e Bavister, 1987; Christie e 

Butler, 1994). Porém, devido a sua degradação espontânea em soluções aquosas, 

como o meio de cultivo in vitro de embriões, ocorre o acúmulo de compostos 

amoníacos no meio de cultivo que são tóxicos ao desenvolvimento embrionário in vitro 

(Roth et al., 1988; Gardner e Lane, 1993; Hashimoto et al., 2008).  

Na busca por uma estabilidade do ambiente in vitro e redução da toxicidade, 

surgiram pesquisas com a utilização dos dipeptídeos alanil-glutamina (Ala-gln) e glicil-

glutamina (Gly-gln) que tiveram seus efeitos estudados na produção de embriões in 

vitro de diversas espécies como ratos, suínos e humanos (Summers et al., 2005; Tareq 

et al., 2007; Tareq et al., 2008; Stevanato, 2009; Moraveck et al., 2012; Kim et al., 

2013; Tareq et al., 2013). Em ruminantes, não foram encontrados relatos que tinham 

como objetivo da pesquisa avaliar os efeitos dos dipeptídeos. 

Com dipeptídeos substituindo os aminoácidos glutamina, alanina e/ou glicina, foi 

possível reduzir os níveis de compostos amoníacos dos meios de cultivo in vitro (Tareq 

et al., 2007), sendo que o aumento na contagem de células embrionárias foi o principal 

parâmetro observado e corresponde a uma melhora na qualidade de embriões de ratos 

(Summers et al., 2005). Os dipeptídeos também foram associados a melhores taxas de 

gestação em humanos (Stevanato, 2009). 

O objetivo desta pesquisa é estudar os efeitos dos compostos estáveis alanil-

glutamina e glicil-glutamina em substituição aos aminoácidos glutamina, alanina e/ou 

glicina na maturação in vitro de oócitos bovinos e no cultivo in vitro de embriões 

bovinos, com a finalidade de se determinar os efeitos sobre a produção e qualidade 

dos embriões bovinos produzidos in vitro. 

A hipótese desta pesquisa é que a utilização de compostos estáveis como a 

alanil-glutamina e glicil-glutamina, em substituição aos aminoácidos glutamina, alanina 

e/ou glicina, promove um incremento na produção e qualidade de embriões bovinos 

produzidos in vitro, por causar redução da toxicidade do ambiente in vitro conhecida 

pela produção de amoníaco oriundo da instabilidade da glutamina nos meios de cultivo 

in vitro. 
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CAPÍTULO 2 

 

2  AMINOÁCIDOS E DIPEPTÍDEOS EM MEIOS DE MATURAÇÃO E CULTIVO NA 

PRODUÇÃO IN VITRO DE EMBRIÕES – REVISÃO DE LITERATURA 

 

Biotécnicas da reprodução têm sido utilizadas com a finalidade de acelerar o 

melhoramento genético. No Brasil, observa-se que em aproximadamente 10% do 

rebanho de fêmeas se utiliza a inseminação artificial (IA) ou inseminação artificial em 

tempo fixo (IATF). Em 2013, a comercialização de doses de sêmen atingiu valores 

recordes, com 13 milhões de doses comercializadas, e um crescimento de 5,54% em 

relação a 2012 (ASBIA, 2013). 

Desde 2002, observou-se um exponencial crescimento da aplicação da 

produção in vitro de embriões (PIVE) bovinos, tornando o Brasil maior produtor mundial 

de embriões bovinos in vitro, ultrapassando a margem de 340 mil embriões (IETS, 

2013). Em contrapartida, vem se observando uma redução na utilização da técnica de 

múltipla ovulação e transferência de embriões (MOET) obtidos in vivo, principalmente 

por conta dos custos envolvidos na aplicação da biotecnologia em comparação à PIVE. 

A busca pela aceleração do melhoramento genético está relacionada ao 

interesse no melhor aproveitamento das áreas de produção de pecuária e a 

intensificação de ganhos por unidade de produção, principalmente pela posição do país 

no mercado mundial de produção de carne e leite.  

A produção in vitro de embriões bovinos ganhou destaque com a mudança nos 

paradigmas da sua utilização, principalmente com o aproveitamento de biotecnologia 

para a multiplicação de material genético e a aceleração do melhoramento, permitindo 

aplicar a PIVE em rebanhos comerciais sem a necessidade de aquisição de doadoras 

de alto potencial genético e pelo melhor aproveitamento da dose de sêmen, induzindo 

a aquisição de sêmen de reprodutores de alto potencial genético e com valores mais 

altos por dose. 

Essa mudança de paradigmas só foi possível com a redução dos custos do 

processo e o aumento da eficiência na produção dos embriões, com a melhoria nas 

taxas de produção e qualidade embrionária. Ainda hoje, observa-se um grande 
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potencial para melhoria do processo, uma vez que as taxas de produção embrionária e 

as taxas de prenhez de embriões in vitro variam de zero até 50% (Gonçalves et al., 

2007; Varago et al., 2008). Incrementos nos resultados do processo PIVE permitiram a 

definitiva utilização desta técnica em larga escala para a produção de animais 

comerciais. 

 A PIVE consiste de três etapas: Maturação in vitro (MIV), período de cultivo do 

oócito até o estágio de metáfase II da meiose II; Fertilização in vitro (FIV), período de 

cultivo com a união de espermatozoides e oócitos maturados; Cultivo in vitro (CIV), que 

consiste no período de cultivo para o desenvolvimento embrionário dos possíveis 

zigotos até o estágio de blastocisto, no qual são transferidos para receptoras bovinas 

(Varago et al., 2008). 

Um grande marco histórico da PIVE, que permitiu atingir o potencial de produção 

embrionária atual, foi a adição de aminoácidos nos meios de cultivo utilizados na 

produção in vitro de embriões (Rosenkrans e First, 1994; Steeves e Gardner, 1999). 

Entretanto, fatores negativos e positivos foram observados com a presença dos 

aminoácidos em meios de cultivo da PIVE, principalmente relacionado à toxicidade 

oriunda de amoníacos livres no meio de cultivo in vitro (Gardner e Lane, 1993).  

Em modelos animais, as pesquisas demonstram que o estresse celular e o 

resultado da adaptação às condições do cultivo in vitro durante os estágios de pre-

implantação, pode afetar as taxas de prenhez e do crescimento fetal. Portanto, é 

importante entender o papel dos componentes do meio e identificar possíveis fontes de 

estresse celular embrionário que afetam a função e viabilidade fetal (Lane and Gadner, 

2007). 

A metabolômica tem finalidade de estudar metabólitos e a presença de 

compostos no meio de cultura que tenham capacidade de refletir um quadro fisiológico 

do embrião (Stevanato, 2009); por exemplo, através da análise de consumo e produção 

de aminoácidos e outros compostos (Leese et al., 1993). Os aminoácidos foram 

relacionados com a produção de compostos amoníacos em meios de cultivo, 

principalmente a glutamina (Roth et al., 1988). Para resolver os efeitos deletérios dos 

amoníacos e a toxicidade destes compostos para embriões in vitro, iniciou-se a 

utilização de dipeptídeos. 
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 O objetivo desta revisão bibliográfica é compreender o estado da arte de 

aminoácidos e dipeptídeos e sua aplicação em meios de cultivo in vitro, efeitos 

benéficos e prejudiciais na PIVE, a função e o metabolismo no desenvolvimento 

embrionário, com o propósito de estabelecer parâmetros que justifiquem a substituição 

de aminoácidos por dipeptídeos em meios de cultivo para a produção in vitro de 

embriões. 

 

2.1 AMINOÁCIDOS NOS MEIOS DE CULTIVO NA PRODUÇÃO IN VITRO DE 

EMBRIÕES 

  

Meios de cultivo embrionário são compostos por fontes energéticas, proteicas, 

aminoácidos, vitaminas e sais (Leese et al., 1993; Lane e Gardner, 2007), com função 

de atender à necessidade básica e nutrir ou de prover a regulação e o metabolismo 

celular. Em particular, os aminoácidos têm funções específicas e estão envolvidos na 

síntese de proteínas e metabolismo energético (reguladores e substratos), atuando 

também na regulação osmótica e do pH (Lane e Gardner, 2007). 

 Os aminoácidos são compostos orgânicos e consistem em um carbono central 

com quatro ligações. Três das ligações do carbono são comuns a todos os 

aminoácidos, sendo a ligação com um átomo de hidrogênio (H), um grupo carboxila 

(COOH) e um grupo amina (H2N). A quarta ligação, ou cadeia lateral R, pode variar 

desde um átomo de hidrogênio a anéis aromáticos (Nelson e Cox, 2011). 

Os aminoácidos podem ser classificados em essenciais (EAA) e os não 

essenciais (NEA) (Quadro 1). EAA são aqueles que o organismo não consegue 

sintetizar e, portanto, devem ser obtidos através da ingestão de alimentos; NEA, os que 

o organismo consegue sintetizar, atendendo a necessidade metabólica (Nelson e Cox, 

2011). 
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Quadro 1: Grupos de aminoácidos essenciais e não essenciais. 

Aminoácidos 

Essenciais 

Valina, Treonina, Triptofano, Metionina, Fenilalanina, Lisina, 

Isoleucina e Leucina. 

Aminoácidos 

não essenciais 

Alanina, Asparagina, Ácido aspártico, Cisteína, Ácido 

glutâmico, Glutamina, Glicina, Prolina, Serina, Tirosina, 

Histidina e Arginina. 

Fonte: Nelson e Cox (2011). 

 

 A reserva proteica do oócito ou turnover proteico intracelular permite aos 

embriões desenvolverem-se sem a presença de aminoácidos em meios de cultivo; no 

entanto, podem ocorrer alterações no desenvolvimento. O turnover foi sugerido como 

uma ferramenta de predileção para mensurar a capacidade de desenvolvimento 

embrionário humano (Houghton et al., 2002), porém os benefícios para o 

desenvolvimento embrionário com a presença de aminoácidos nos meios de cultivo 

sugerem sua aplicação. 

 Os efeitos dos aminoácidos, estimulatórios e inibitórios, sobre o 

desenvolvimento embrionário foram inicialmente identificados em outras espécies como 

o hamster (Carney e Bavister, 1987). 

Os embriões apresentam necessidades específicas para o consumo de 

aminoácidos (Partridge e Leese, 1996; Lane e Gardner, 1997a) e fontes energéticas 

(Takahashi e First, 1992), de acordo com a fase de desenvolvimento in vitro de zigoto 

até o estágio de blastocisto. 

A chave do desenvolvimento embrionário in vitro está relacionada ao período de 

transição do genoma embrionário (transição materno zigótica), que ocorre 

gradualmente até o estágio de oito células clivadas em bovinos. Este período 

caracteriza-se pelo uso de reservas maternas oriundas do oócito antes da transição e a 

necessidade da ativação metabólica, com a expressão dos genes influenciados por 

diversos fatores após a ativação do genoma embrionário (Van Der Valk et al., 2010; 

Cagnone et al., 2012). 

Esse processo é de fundamental importância quando se estudam os efeitos de 

substâncias como os aminoácidos sobre o desenvolvimento embrionário. Evidências 
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mostram o piruvato como fonte de energia nas fases iniciais (antes da transição 

materno zigótica), a glicose (após a transição materno zigótica), e glicose e glutamina 

na manutenção e formação da blastocele e expansão dos blastocistos bovinos (Leese 

e Barton, 1984; Rieger et al., 1992b).  

 A concentração dos aminoácidos no meio de cultivo in vitro e a espécie animal 

foram considerados os fatores limitantes para se estudar os efeitos sobre o 

desenvolvimento embrionário (Carney e Bavister, 1987). A concentração de 

aminoácidos, devido ao efeito sobre o desenvolvimento embrionário, onde relatos 

descrevem que alguns aminoácidos estimulavam e outros inibiam o desenvolvimento 

dos embriões (Carney e Bavister, 1987; Gardner e Lane, 1993). E a espécie animal, 

pelas diferenças encontradas entre as espécies quanto à necessidade da adição de 

aminoácidos essenciais e não essenciais específicos (Steeves e Gardner, 1999), 

principalmente devidos aos diferentes efeitos de um mesmo aminoácido em diferentes 

espécies (Lee e Fukui, 1996). 

Outro fator considerado nos estudos é o estágio de desenvolvimento, refletindo 

em tipos específicos de aminoácidos a serem produzidos e consumidos pelos embriões 

(Rieger et al., 1992a; Booth et al., 2005). 

Em meios de cultivo embrionário, os aminoácidos são comumente adicionados 

na forma de solução concentrada, como o Basal Medium Eagle (BME), composto por 

EAA e vitaminas do complexo B; e os NEA são encontrados no Minimum Essential 

Medium (MEM).  

A adição de EAA e NEA nos meios de cultivo de embriões mostrou um 

incremento na produção de blastocistos em bovinos (Tiffin et al., 1991, Rosenkrans e 

First, 1994; Steeves e Gardner, 1999),hamsters (Carney e Bavister, 1987), suínos 

(Meyen et al., 1989; Humpherson et al., 2005), ratos e camundongos (Lane e Gardner, 

1998; Biggers et al., 2000) e humanos (Devreker et al., 2001). Não foram encontrados 

relatos para ovinos e caprinos. 

Na fase inicial de desenvolvimento, os EAA tenderam a anular os efeitos 

benéficos dos NEA, consequentemente reduzindo o número de células do blastocisto e 

a viabilidade pós implantação (Lane e Gardner, 1997a).  
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De acordo com Lane e Gardner (1997b), os NEA em meios de cultivo de 

embriões de ratos reduziram o tempo das primeiras clivagens e aumentaram a 

proporção de embriões de oito células em comparação com o meio sem aminoácidos. 

Entre a fase de oito células até blastocistos, os NEA incrementaram as taxas de 

blastocistos e eclosão e os EAA aumentaram a contagem de células embrionárias 

(Lane e Gardner, 1997a). Posteriormente, as informações foram validadas para 

embriões bovinos (Steeves e Gardner, 1999).  

As diferenças encontradas na ação dos EAA e NEA entre as espécies estão 

relacionadas às enzimas metabólicas próprias da espécie embrionária (Rosenkrans e 

First, 1994). Em embriões bovinos, o incremento na produção foi de aproximadamente 

10% com uso de EAA e 8% de NEA (Rosenkrans e First, 1994). 

Em resumo, entre os efeitos benéficos da adição de aminoácidos EAA e NEA 

em meios de cultivo de embriões bovinos, está a redução do bloqueio embrionário no 

estágio de oito células, incremento da taxa de blastocistos e o aumento da contagem 

de células total, da massa celular interna (ICM) e do trofoblasto (TE) (Tiffin et al., 1991; 

Steeves e Gardner, 1999). 

Os aminoácidos participam de diversos processos relacionados ao metabolismo 

embrionário. Glutamina, alanina e glicina apresentam funções principais no 

desenvolvimento embrionário, sendo os aminoácidos de maior concentração nos meios 

de cultivo PIVE e de consumo e síntese pelos embriões.  

 

2.1.1 Glutamina 

 A glutamina é um aminoácido não essencial, cuja cadeia lateral R tem 

característica hidrofílica, dissolvendo-se facilmente em água. É o aminoácido de maior 

concentração nas células (Nelson e Cox, 2011). 

 O consumo da glutamina ocorre quando é convertida a glutamato e/ou -

cetoglutarato para ser utilizada no ciclo do ácido tricarboxílico (ciclo de Krebs) gerando 

ATP, utilizada como fonte de energia no metabolismo celular (Chatot et al., 1990). 

Os primeiro relatos (Carney e Bavister, 1987; Chatot et al., 1989) evidenciaram a 

glutamina como um aminoácido de grande importância para o desenvolvimento 

embrionário de hamster e rato. Estudos em embriões de diversas espécies como 
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humanos (Devreker et al., 1998), suínos (Petters et al., 1990; Swain et al., 2002; Booth 

et al., 2005), bovinos (Tiffin et al., 1991, Rieger et al., 1992b) e ratos (Chatot et al., 

1990) evidenciam aumento na formação de blastocistos na presença de glutamina.  

No estudo de Carney e Bavister (1987), a presença da glutamina aumentou 

significativamente a produção de blastocistos em comparação ao grupo controle sem 

aminoácidos. Glutamina na concentração de 1 mM obteve acentuada produção de 

blastocisto e permitiu suportar o desenvolvimento embrionário reduzindo o número de 

embriões com bloqueio embrionário no estágio de oito células, diferentemente da 

concentração de 0,1mM, onde a produção de blastocistos foi significativamente 

reduzida. 

Embriões bovinos mostraram intenso consumo de glutamina nos estágios finais 

de desenvolvimento (blastocistos), diferentemente do que foi observado nos estágios 

iniciais (Rieger et al., 1992a; Li et al., 2006). 

Efeito sinérgico com a utilização de NEA associado à glutamina foi observado 

estimulando o desenvolvimento embrionário nos estágios iniciais, auxiliando na 

redução do bloqueio embrionário e aumento da produção de blastocistos de ratos e 

bovinos. No caso de NEA na ausência de glutamina, houve redução significativa na 

contagem total de células dos blastocistos (Tiffin et al., 1991, Gardner e Lane, 1993; 

Gardner e Lane, 1996; Steeves e Gardner, 1999). Steeves e Gardner (1999) mostram 

que o cultivo de embriões bovinos com os 20 aminoácidos principais aumentou o 

número total de células embrionárias e a diferenciação celular trofoblasto (TE) e massa 

celular interna (ICM). 

O mecanismo de atuação da glutamina não está totalmente elucidado, mas 

evidências mostram sua participação no ciclo de Krebs e no metabolismo da glicose 

(Chatot et al., 1990; Tiffin et al., 1991), na osmorregulação (Steeves e Gardner, 1999), 

na redução da peroxidação lipídica (Rieger, 1992), bem como, na síntese de purinas e 

pirimidinas (Leese et al., 1993). 

 

2.1.2 Alanina 

 A alanina pertence ao grupo dos NEA e tem como característica principal uma 

cadeia lateral hidrofóbica, conferida por sua estrutura simples, que deriva da 
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transferência de um grupo amina para o piruvato quando em sua síntese (Nelson e 

Cox, 2011). 

 Alguns autores sugerem que a síntese constante de alanina, intensificada na 

fase de compactação e formação da blastocele de embriões bovinos, tem como função 

o carreamento de amoníaco para o espaço extracelular (Lee e Fukui, 1996; Partridge e 

Leese, 1996; Orsi e Leese, 2004; Humpherson et al., 2005). Além disso, é uma 

evidência da ausência do ciclo de uréia em embriões, sendo este um mecanismo 

materno, com a absorção de íons amoníaco pelo endométrio uterino. 

 A associação de alanina e glicina nos meios de CIV apresentou sinergismo, 

melhorando o desenvolvimento embrionário bovino (Lee e Fukui, 1996). Estes 

aminoácidos são secretados pelas células do oviduto em co-cultura, indicando que os 

efeitos da co-cultura celular podem, em parte, ser devido à produção dos aminoácidos 

glicina e alanina (Moore e Bondioli, 1993). 

 

2.1.3 Glicina 

 A glicina é um NEA, de cadeia lateral apolar, estruturalmente simples, podendo 

ser degradado e liberando o piruvato (Nelson e Cox, 2011). 

 Por função, a glicina apresenta alta capacidade osmorreguladora e 

osmoprotetora celular, principalmente em meios de cultivo com alta osmolaridade (330 

mOsm), permitindo o desenvolvimento embrionário (Moraveck et al., 2012). Embriões 

humanos e de ratos possuem canais específicos de transporte da glicina, facilitando a 

atividade osmorreguladora (Hammer et al., 2000). O consumo de glicina na fase de 

compactação foi evidenciado por Li et al. (2006), relacionado à atividade 

osmorreguladora na formação da blastocele.  

Em meio quimicamente definido, utilizando álcool polivinílico (PVA) em 

substituição a BSA, no CIV de embriões bovinos, a glicina mostrou incremento 

significativo o número de células de blastocistos (Lee e Fukui, 1996); em suínos, a 

glicina mostrou aumento do diâmetro e contagem de células, com redução da apoptose 

celular devido ao efeito sinérgico da glicina e glicose (Mito et al., 2011). 
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2.2 TOXICIDADE CAUSADA POR AMONÍACO ORIUNDO DE AMINOÁCIDOS NA 

PIVE 

 

Compostos amoníacos são subprodutos oriundos do metabolismo celular ou da 

degradação química ocorrida em aminoácidos específicos (glutamina) no meio de 

cultivo (Gardner e Lane, 1993; Christie e Butler, 1994).  

 Gardner e Lane (1993) demonstraram que a produção de amoníaco pelo 

embrião é basal e que, na avaliação do meio de cultivo contendo aminoácidos, os 

valores da concentração de amoníaco aumentaram significativamente após 96 horas 

de CIV, indicando uma quebra espontânea de aminoácidos. 

In vitro, a glutamina apresenta acentuada instabilidade em soluções aquosas, 

degradando-se espontaneamente em amoníaco e ácido-2-pirrolidona-5-carboxílico, que 

se acumulam no meio de cultivo onde estão presentes os oócitos e embriões 

(Summers et al., 2005). Os prejuízos são observados pela estática do cultivo in vitro, 

onde os zigotos e embriões são cultivados em microgotas (Gardner e Lane, 1993).  

O acúmulo do amoníaco no meio de cultivo tem dois fatores prejudiciais, quando 

no cultivo de embriões bovinos: temperatura e duração da incubação. 

Em bovinos, a temperatura de incubação varia entre 38,5ºC a 39,5ºC (Varago et 

al., 2008), exacerbando os efeitos da degradação da glutamina, encontrados também 

no cultivo de embriões de camundongo e humanos a 37ºC (Lane e Gardner, 2003; 

Stevanato, 2009).  

A duração do CIV também é outro fator a influenciar, uma vez que o período 

para bovinos é de sete dias, diferente de outras espécies, aumentando linearmente o 

acúmulo de amoníaco (Gardner e Lane, 1993; Gonçalves et al., 2007).  

Como efeito do acúmulo de amoníaco, Tareq et al. (2007) observaram redução 

da taxa de maturação de oócitos suínos.  

No processo de FIV, em embriões de ratos, não foram encontradas evidências 

que mostram a interferência da glutamina nas taxas de fertilização e implantação, 

retardo no desenvolvimento fetal ou desenvolvimento anormal de fetos (Summers et 

al., 2005). Em suínos, houve redução da motilidade e reação acrossomal de 

espermatozoides (Tareq et al., 2008). 
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No CIV de ratos, observou-se a redução do número de blastocistos e da 

qualidade embrionária, com a redução do total de células embrionárias (Gardner e 

Lane, 1993). Também foram observadas alterações e retardo no desenvolvimento fetal, 

expressão gênica, consumo da glicose, regulação do pH celular e redução significativa 

na viabilidade embrionária e da capacidade de estabelecer prenhez (Lane e Gardner, 

1998; Lane e Gardner, 2003; Sinawat et al., 2003). Em embriões de ratos, existe 

divergência entre autores quanto à observação de alterações no desenvolvimento fetal 

(Biggers et al., 2004b; Summers et al., 2005). 

Apesar dos efeitos gerados, o desenvolvimento embrionário não é impedido pelo 

acúmulo de amoníaco, mesmo em altas concentrações de glutamina. No entanto, a 

qualidade embrionária pode ser intensamente prejudicada, refletindo na produção de 

blastocistos e nos índices de prenhez (Gardner e Lane, 1993; Lane e Gardner, 2003).  

Em humanos, baixos níveis de amônia e glutamina no meio de cultura estão 

relacionados à maior ocorrência de gestação (Stevanato, 2009). 

A redução da concentração da glutamina não é uma alternativa devido a sua 

importância para o metabolismo celular, mas os efeitos negativos da acumulação de 

amoníaco podem ser eficientemente reduzidos com a utilização de dipeptídeos como o 

alanil-glutamina e glicil-glutamina (Roth et al., 1988). A troca parcial do meio de cultivo 

in vitro (feeding) foi sugerida como uma ferramenta para redução dos efeitos dos 

compostos amoníacos (Gardner e Lane, 1993) e tem sido utilizada em laboratórios 

comerciais de PIVE de bovinos. A utilização dos dipeptídeos pode ser uma ferramenta 

complementar à realização da troca parcial do meio CIV em práticas comerciais da 

produção de embriões in vitro. 

 

2.3 DIPEPTÍDEOS ALANIL-GLUTAMINA E GLICIL-GLUTAMINA 

 

A utilização da alanil-glutamina (Ala-gln) e glicil-glutamina (Gli-gln) tem como 

fundamento básico a redução de compostos amoníacos liberados pela glutamina. 

Estudos mostram a aplicação de dipeptídeos nas etapas de MIV, FIV e CIV de 

embriões de diferentes espécies como humanos (Stevanato, 2009), ratos (Summers et 
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al., 2005), camundongos (Moraveck et al., 2012) e suínos (Tareq et al., 2007; Tareq et 

al., 2008, Kim et al., 2013; Tareq et al., 2013). 

Os dipeptídeos Ala-gln e Gli-gln são compostos estáveis em soluções aquosas e 

a temperaturas superiores a 120ºC (Eagle, 1955; Roth et al., 1988), permitindo a 

redução dos níveis de compostos amoníacos liberados no meio de cultivo (Christie e 

Butler, 1994). Segundo estes autores, a clivagem dos dipeptídeos é dependente de 

uma peptidase, extracelular, liberando os aminoácidos para serem utilizados no 

metabolismo celular gradativamente. 

Em embriões, peptidase semelhante foi observada em células do trofoblasto 

(Fujiwara et al., 2005; Fujiwara, 2007). Sugere-se, portanto, a possibilidade de zigotos, 

ainda nas primeiras clivagens, terem capacidade de segregar tais peptidases 

(Moraveck et al., 2012). 

É importante salientar que existe a produção de amoníaco mesmo na presença 

de dipeptídeos, mas, em menores concentrações, tornando o ambiente de cultivo in 

vitro menos tóxico que quando se utiliza a glutamina no cultivo embrionário.  

Na comparação entre os dipeptídeos, a liberação de amoníaco foi maior na 

utilização de Ala-gln, mostrando uma maior afinidade da enzima na hidrólise do Ala-gln 

e menor para Gli-gln, exigindo maiores concentrações de Gli-gln no meio de cultivo 

(Christie e Butler, 1994). De acordo com os autores, na presença da Ala-gln, a 

produção de amoníaco é influenciada pela presença de SFB, comumente empregado 

nos meios de cultivo de embriões e está relacionado à atividade da peptidase, 

acelerando processo de hidrólise, o que não ocorre na presença da Gli-gln devido à 

baixa afinidade. 

 

2.3.1 Importância na produção e qualidade de embriões  

Com as diferentes exigências de aminoácidos observados nas diferentes fases 

embrionárias, Lane e Gardner (1997a) propuseram a avaliação não só das taxas de 

desenvolvimento embrionário, mas de indicadores de viabilidade, como a contagem 

total de células embrionárias e a proporção da diferenciação celular TE e ICM. 
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A diferença na contagem total e na proporção de TE e ICM de embriões in vitro 

em relação aos obtidos in vivo foi significativamente diferente, sendo o número total de 

células superior em embriões produzidos in vivo (Iwasaki et al., 1990).  

O aumento na contagem de células de embriões PIVE está relacionado com a 

utilização do dipeptídeo na fase de CIV e não tem relação com a utilização do 

dipeptídeo na MIV. Segundo Kim et al. (2013), a contagem total de células de embriões 

suínos partenogenéticos não foi influenciada pela presença de Ala-gln no meio de MIV, 

mas foi superior (p<0,05) quando Ala-gln foi utilizada no meio de CIV, mostrando que o 

número de células está relacionado com o dipeptídeo no CIV. 

 

2.3.2 Efeito dos dipeptídeos Alanil-glutamina e glicil-glutamina na MIV 

A maturação in vitro envolve dois processos, a maturação nuclear e a 

citoplasmática. A maturação nuclear consiste na retomada e progressão da meiose até 

o estágio de metáfase II da meiose II e a extrusão do primeiro corpúsculo polar (Varago 

et al., 2008). Uma vez retirado do fluido folicular, que contem inibidores da maturação, 

a retomada e progressão da meiose ocorre independente das condições ofertadas no 

meio de cultivo (Gonçalves et al., 2007). A maturação citoplasmática é um processo de 

difícil avaliação e consiste basicamente na reorganização das organelas 

citoplasmáticas e na síntese de mRNA (Gonçalves et al., 2007).  

A ocorrência dos dois processos de maturação, nuclear e citoplasmático, 

permite ao oócito que, quando fecundado, tenha potencial para o desenvolvimento 

embrionário (Gonçalves et al., 2007; Varago et al., 2008) sendo a produção de 

blastocistos um fator fidedigno de avaliação indireta da maturação oocitária.  

No estudo de Kim et al. (2013), utilizando oócitos suínos maturados em meios 

contendo Ala-gln e glutamina, ativados por partenogênese, observou-se que a taxa de 

clivagem em embriões com mais de oito células foi maior (p<0,05) no grupo Ala-gln 

(33%) em comparação ao grupo com glutamina (16,7%). Não houve diferença entre os 

grupos na primeira clivagem, indicando que quando utilizado Ala-gln houve uma 

melhora da competência dos oócitos pra prosseguir com o desenvolvimento 

embrionário após a primeira clivagem. No mesmo estudo, não houve diferença 

estatística na taxa de maturação nuclear de oócitos suínos. 
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Aumento nas taxas e aceleração da maturação de oócitos suínos foram 

observados na presença de dipeptídeos em suínos por Tareq et al. (2007) e Tareq et 

al. (2013). 

 Quando utilizados somente na MIV, os dipeptídeos não apresentaram aumento 

na taxa de blastocistos e contagem do número de células em embriões suínos (Kim et 

al., 2013). 

 

2.3.3 Efeito dos dipeptídeos Alanil-glutamina e glicil-glutamina na FIV 

 Na FIV, ocorre o processo de capacitação espermática e a união do gameta 

masculino e feminino. Os oócitos maturados são colocados junto aos espermatozoides 

selecionados e em processo de capacitação para que ocorra a fertilização in vitro. 

Poucos relatos tratam da FIV com utilização de dipeptídeos.  

Foi observado, em suínos, maior taxa de fertilização monospérmica na presença 

de dipeptídeos (Tareq et al., 2007) e aumento na taxa de reação acrossomal e a 

aumento da motilidade espermática em meio de seleção e capacitação espermática, 

tendo efeito sinérgico sobre a taxa de utilização de glicose pelo espermatozoide (Tareq 

et al., 2008). 

A Gli-gln, quando utilizada na FIV, favoreceu o desenvolvimento da ICM e 

reduziu o número de núcleos picnóticos e fragmentados em blastocistos de ratos 

(Summers et al., 2005). 

 

2.3.4 Efeito dos dipeptídeos Alanil-glutamina e glicil-glutamina no CIV 

O processo de cultivo in vitro é o período de desenvolvimento (pré-implantação) 

do zigoto até o estágio de blastocisto. Compreende todas as clivagens, a primeira 

diferenciação celular (trofoblasto e embrioblasto), formação da blastocele e ruptura da 

zona pelúcida com a eclosão embrionária. 

O aumento na taxa de blastocistos, eclosão e contagem do número de células 

do ICM e TE são parâmetros relacionados à utilização do dipeptídeo Ala-gln no CIV. O 

dipeptídeo Gli-gln tem como efeitos principais o incremento na contagem de ICM e TE, 

favorecendo o desenvolvimento da ICM, sem efeitos sobre as taxas de blastocisto em 

ratos (Biggers et al., 2004a). 
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Em suínos, foi observado aumento da taxa de desenvolvimento em todos os 

estágios embrionários utilizando dipeptídeos associados na proporção 1:1 com 2mM de 

concentração (Tareq et al., 2013). 

O único dado encontrado (Hagemann et al., 1998) da aplicação de dipeptídeos 

no CIV de embriões bovinos trata do desenvolvimento de um sistema de cultivo 

individual com utilização de  meio comercial (Glutamax-II®) na substituição da 

glutamina. Neste trabalho, não foram encontradas diferenças nos parâmetros de taxa 

de blastocistos e número de células. Os sistemas de cultivo individual poderiam ter 

desfavorecido a avaliação do dipeptídeo, uma vez que em sistemas individuais não se 

observa a interação sinérgica de efeitos estimulatórios parácrinos no desenvolvimento 

dos embriões. 

 

2.3.5 Utilização de dipeptídeos Alanil-glutamina e glicil-glutamina na produção in 
vitro de embriões 

As informações sobre os efeitos dos dipeptídeos na promoção da maturação in 

vitro de oócitos e no cultivo in vitro de embriões bovinos são relativamente escassas. O 

aumento do número de células é o principal fator para a recomendação da utilização 

dos dipeptídeos, permitindo o incremento na taxa de prenhez de embriões PIVE por 

melhorar a qualidade embrionária in vitro. 

A utilização da Ala-gln é recomendada por Kim et al. (2013) na MIV e CIV para 

promover o aumento na contagem de células e melhorar a competência oocitária para 

o desenvolvimento embrionário. 

Moraveck et al. (2012) mostram que outros dipeptídeos como glicil-glicina e 

alanil-glicina podem ser utilizados como osmorreguladores e osmoprotetores, no 

entanto, menos eficientes que seus respectivos aminoácidos isolados, gerando um 

questionamento quanto a capacidade de transporte dos dipeptídeos pelas células 

embrionárias.  

Em bubalinos, ovinos e caprinos não foram encontrados relatos utilizando 

dipeptídeos isolados ou associados na forma de Ala-gln e Gli-gln no MIV, FIV e CIV. 

Para bovinos, o relato encontrado não tinha como objetivo a avaliação da aplicação do 

dipeptídeo (Hagemann et al., 1998). 
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Extrapolando as informações encontradas em outras espécies, a utilização de 

dipeptídeos em embriões de ruminantes necessita de estudos completos, avaliando 

todas as fases da PIVE, principalmente em bovinos por se tratar da espécie na qual a 

biotecnologia está mais desenvolvida e pela demanda do Brasil na produção de 

embriões in vitro bovinos. 
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CAPÍTULO 3 

 

3 DIPEPTÍDEOS ALANIL-GLUTAMINA E GLICIL-GLUTAMINA NA MATURAÇÃO DE 

OÓCITOS E CULTIVO DE EMBRIÕES BOVINOS IN VITRO (Dipeptide alanyl-

glutamine and glycyl-glutamine on maturation of oocytes and culture of in vitro bovine 

embryos) 

 

RESUMO 

Os dipeptídeos alanil-glutamina (Ala-gln) e Glicil-glutamina (Gli-gln) têm sido estudados 

na produção in vitro de embriões em substituição à glutamina em diversas espécies. Os 

principais benefícios dos dipeptídeos são a redução de compostos amoníacos no meio 

de cultivo, aumento da produção embrionária e da contagem total de células e/ou da 

massa celular interna. O objetivo desta pesquisa é estudar os efeitos dos compostos 

estáveis alanil-glutamina e glicil-glutamina em substituição aos aminoácidos glutamina, 

alanina e/ou glicina na maturação in vitro (MIV) de oócitos e no cultivo in vitro (CIV) de 

embriões bovinos, com a finalidade de se determinar os efeitos sobre a produção e 

qualidade dos embriões produzidos in vitro. O experimento 1 avaliou Ala-gln em 

substituição à glutamina na MIV. O experimento 2 avaliou Gli-gln em substituição à 

glutamina na MIV. Os experimentos 3 e 4 avaliaram duas diferentes concentrações de 

Ala-gln e Gli-gln associados na substituição da glutamina, alanina e glicina no CIV. No 

experimento 5, foram preparados dois grupos tratados, sendo Ala-gln adicionado de 

glicina e Gli-gln adicionado de alanina substituindo glutamina e alanina ou glicina. A 

avaliação dos embriões foi realizada por meio da cinética de desenvolvimento in vitro 

nos dias 3 (d3), 7 (d7) e 8 (d8) de CIV e da qualidade embrionária, pela contagem total 

de células. Não houve diferença (p>0,05) na taxa de clivagem entre os grupos tratados 

e controle independente da etapa de aplicação (MIV ou CIV) dos dipeptídeos. Ala-gln, 

quando utilizado na MIV, aumentou (p<0,05) a taxa de blastocistos (d7) e o total de 

embriões em d7 e d8, Gli-gln não diferiu (p>0,05) nos parâmetros avaliados em relação 

ao controle. No CIV, quando Ala-gln e Gli-gln foram utilizados associados em maior 

concentração, houve uma redução (p<0,05) na taxa de blastocistos expandidos, total 

de embriões (d7) e eclosão embrionária (d8). Quando os dipeptídeos foram 
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adicionados separadamente, com a adição do aminoácido alanina e/ou glicina de 

acordo com o dipeptídeo, observou-se redução do total de embriões em d7 e d8 

(p<0,05) para ambos os grupos tratados em relação ao controle, e da eclosão 

embrionária para Gli-gln adicionado de alanina em relação ao Ala-gln adicionado de 

glicina e controle. Houve redução na contagem total de células quando os dipeptídeos 

foram aplicados associados no CIV, mas não quando os dipeptídeos foram utilizados 

separados nas etapas de MIV e CIV. Conclui-se que Ala-gln pode ser utilizado como 

substituto da glutamina em meios MIV, aumentando a produção embrionária, sem 

interferir na qualidade embrionária, mas não se recomenda a utilização dos dipeptídeos 

em conjunto ou isolados na etapa de CIV. 

 

Palavras-chave: Alanil-glutamina. Glicil-glutamina. Oócitos. Embriões in vitro. 

 

ABSTRACT 

The dipeptide alanyl-glutamine (Ala-Gln) and glycyl-glutamine (Gln-Gly) have been 

studied in in vitro production of embryos in substitution of glutamine in several species. 

The main benefits of the dipeptide compounds are the reduction of ammonia in the 

culture medium, increased embryo production and increased total cells count and/or the 

inner cell mass. The objective of this research is to study the effects of stable 

compounds alanyl-glutamine and glycyl-glutamine to replace the amino acid glutamine, 

alanine and/or glycine in in vitro maturation (IVM) of bovine oocytes and in vitro culture 

(IVC) of bovine embryos in order to determine the effects on the yield and quality of 

bovine embryos produced in vitro. The evaluation was performed by in vitro 

development kinetics on days 3 (d3), 7 (d7) and 8 (d8) of IVC and embryo quality by 

total cells count. In the experiment 1, it was evaluated Ala-gln replacing glutamine in 

IVM. The experiment 2, it was evaluated Gli-gln replacing glutamine in IVM. The 

experiments 3 e 4 evaluated two different concentrations of dipeptides Ala-gln and Gly-

gln in replacement of glutamine, alanine and glycine. In the experiment 5 were prepared 

two treated groups, Ala-gln added with glycine and the Gly-gln added with alanine. 

There was no difference (p> 0.05) in cleavage rate between treated groups and control 

groups, no matter the implementation phase (IVM or IVC) of the dipeptide. Ala-gln when 
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used in IVM increased (p <0.05) the blastocyst rate (d7) and the total number of 

embryos ind 7 and d8. Gli-gln showed no differences in all parameters evaluated. In 

IVC, when Ala-Gln and Gly-Gln were used in combination, there was a reduction (p 

<0.05) in the expanded blastocyst rate, total number of embryos (d7) and of embryo 

hatching (D8). When dipeptides were added separately, with the addition of alanine 

and/or glycine dipeptide, according to the amino acid, there was a reduction (p <0.05) in 

the total number of embryos (d7 and d8) and in embryo hatching (d8) when the Gly-Gln 

was used with addition of alanine. There was a reduction in total cell count when 

dipeptides were used together in IVC, but not when they were used alone in IVM and 

IVC. We conclude that Ala-Gln can be used as a substitute for glutamine in IVM media, 

increasing embryo production, without interfering with embryo quality, but it is not 

recommended the use of dipeptides together or isolated in IVC. 

 

Keywords: Alanyl-glutamine. Glycyl-glutamine. Oocytes. In vitro embryos. 

 

3.1 INTRODUÇÃO 

 

O Brasil tem apresentado particular interesse na produção in vitro de embriões 

(PIVE) bovinos nos últimos anos, com aproximadamente 350 mil embriões produzidos 

em 2012 (IETS, 2013). A PIVE mostrou um intenso crescimento na última década com 

a produção em larga escala e a otimização da produção através da criopreservação e 

utilização do sêmen sexado (Pontes et al., 2010).  

Os aminoácidos tiveram importante contribuição no incremento das taxas da 

PIVE e estão associados a diferentes fases do desenvolvimento embrionário (Rieger et 

al., 1992b). Entre os efeitos de aminoácidos essenciais e não-essenciais estão o 

aumento das taxas das primeiras clivagens, produção de blastocistos, eclosão 

embrionária, contagem total de células e da proporção da massa celular interna (ICM) 

em relação às células do trofoblasto (TE) (Tiffin et al., 1991; Rosenkrans e First, 1994; 

Lane e Gardner 1997a; Steeves e Gardner, 1999; Humpherson et al., 2005). 

Entre os aminoácidos não-essenciais estão a glutamina, alanina e glicina. O 

metabolismo da glutamina foi estudado em embriões de diversas espécies como 
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humanos (Devreker et al., 1998), suínos (Petters et al., 1990; Swain et al., 2002; Booth 

et al., 2005), bovinos (Tiffin et al., 1991, Rieger et al., 1992b) e ratos (Chatot et al., 

1990). Estudos mostram a participação deste aminoácido no ciclo de Krebs e no 

metabolismo da glicose (Chatot et al., 1990; Tiffin et al., 1991), na osmorregulação 

(Steeves e Gardner, 1999), na redução da peroxidação lipídica (Rieger, 1992) e na 

síntese de purinas e pirimidinas (Leese et al., 1993). Associando a utilização de 

glutamina em meios de cultivo embrionário, há um aumento significativo na produção 

de blastocistos, consequentemente reduzindo as taxas de embriões que não se 

desenvolvem in vitro (Carney e Bavister, 1987). 

A associação da glutamina com outros aminoácidos não-essenciais, como a 

alanina e glicina, demonstrou efeito sinérgico, estimulando o desenvolvimento 

embrionário inicial (Steeves e Gardner, 1999). Intenso consumo de glutamina foi 

observado na fase de compactação e formação da blastocele, nas fases finais de 

desenvolvimento pré-implantacional (Rieger et al., 1992a).  

Em soluções aquosas e temperaturas superiores a 37ºC ocorre a degradação da 

glutamina, em amoníaco e ácido-2-pirrolidona-5-carboxílico (Summers et al., 2005). O 

acúmulo de amoníaco no meio de cultivo é prejudicial ao desenvolvimento embrionário 

(Lane e Gardner, 2003; Tareq et al., 2007; Tareq et al., 2008). Este acúmulo do 

amoníaco é agravado com a estática do cultivo in vitro e a temperatura elevada (38,5 a 

39ºC) utilizada para bovinos (Lane e Gardner, 2003; Varago et al., 2008; Stevanato, 

2009). 

Mecanismos de resposta metabólica são observados, com a síntese constante 

de alanina nas fases finais de desenvolvimento, sugerindo o envolvimento da alanina 

na reciclagem de íons amoníacos gerados da degradação da glutamina (Lee e Fukui, 

1996; Partridge e Leese, 1996; Orsi e Leese, 2004; Humpherson et al., 2005). Alanina 

apresenta sinergismo quando associado à glicina (Lee e Fukui, 1996), principalmente 

pela atividade osmorreguladora destes aminoácidos, sendo a glicina significativamente 

consumida durante a formação da blastocele (Li et al.,2006). 

Os dipeptídeos foram sugeridos como alternativa no controle do acúmulo de 

amoníaco, sendo aplicados em substituição à glutamina (Christie e Butler, 1994). Os 

dipeptídeos são compostos estáveis a altas temperaturas (120ºC), sendo clivados por 
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peptidase extracelular liberando os aminoácidos gradativamente para o metabolismo 

celular e, consequentemente, reduzindo os níveis de amoníaco livre no meio de cultivo 

in vitro (Eagle, 1955; Roth et al., 1988; Christie e Butler, 1994).  

Os dipeptídeos alanil-glutamina (Ala-gln) e glicil-glutamina (Gli-gln), entre outros, 

foram avaliados na maturação in vitro (MIV), fertilização in vitro (FIV) e cultivo in vitro 

(CIV) de embriões de humanos (Stevanato, 2009), ratos (Summers et al., 2005), 

camundongos (Moraveck et al., 2012) e suínos (Tareq et al., 2007; Tareq et al., 2008; 

Kim et al., 2013; Tareq et al., 2013). Os resultados mostram redução dos níveis de 

compostos amoníacos, melhora na competência oocitária, aumento das taxas de 

clivagem, maiores taxas de fertilização monospérmica, aumento da reação acrossomal 

e motilidade espermática, aumento na produção de blastocistos, incremento na eclosão 

embrionária, contagem total de células, maior desenvolvimento da ICM e na proporção 

ICM e TE. 

O objetivo desta pesquisa foi estudar os compostos estáveis alanil-glutamina e 

glicil-glutamina em substituição aos aminoácidos glutamina, alanina e/ou glicina na 

maturação in vitro de oócitos e no cultivo in vitro de embriões bovinos, com a finalidade 

de se determinar os efeitos sobre a produção e qualidade dos embriões. 

 

3.2 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 Este projeto foi aprovado pelo Comitê de ética no uso de animais – PUCPR sob 

o número de registro 844/2013. 

 

3.2.1 Recuperação de oócitos e maturação in vitro (MIV) 

Os oócitos foram recuperados de ovários de fêmeas bovinas sem raça definida, 

não gestantes e com a presença de corpo lúteo em um dos ovários, abatidas em 

frigorífico comercial da Região Metropolitana de Curitiba-PR. Os ovários foram 

transportados ao Laboratório Experimental de Cultivo Celular pertencente ao Núcleo de 

Tecnologia Celular – PUCPR, em garrafa térmica contendo solução fisiológica 0,9% em 

temperatura de 33-37ºC, com no máximo 2 horas de coleta. Aleatoriamente, os ovários 

foram contidos em gaze e o complexo cumulus-oócito (COCs) foi recuperado de 
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folículos de 3-8 mm de diâmetro, utilizando agulha 18 gauge acoplada a seringa de 10 

mL. O conteúdo da aspiração foi depositado em placas de petry de 60 mm. 

Com auxílio de estereomicroscópio, oócitos de grau 1 e 2, segundo classificação 

de Stojkovic et al. (2001) (Anexo I), foram selecionados e recuperados, utilizando 

micropipetadores, e depositados em meio Sperm-TALP, composto por conjunto de sais 

fisiológicos tamponado. Em seguida, os oócitos foram lavados em três gotas de meio 

de MIV para remoção de debris celulares. Grupos de 25 a 30 oócitos/gota foram 

transferidos para placa de MIV, formada em placas de petry de 35mm, sendo 7 gotas 

de 80 µL de meio MIV por placa. Os oócitos foram maturados por 22-24 horas. Para 

retirar a influência das fêmeas sobre o processo, um número mínimo de 6 grupos de 

oócitos foi submetido ao processo em cada grupo experimental. 

O meio MIV é constituído por TCM 199 (Sigma-Aldrich, USA) contendo 0,06849 

mM/mL de glutamina (Sigma-Aldrich, USA), 10% de soro fetal bovino (SFB) 

padronizado (GIBCO®), piruvato 22 µg/mL (Sigma-Aldrich, USA), hormônio folículo 

estimulante (FSH) 0,5 µg/ml (Folltropin®), hormônio luteinizante (LH) 10 UI/mL 

(Chorulon®), estradiol 1 µg/mL (Sigma-Aldrich, USA) e sulfato de amicacina 0,1 mg/mL 

(Novamin®).  

 

3.2.2 Seleção espermática 

O gradiente de seleção espermática foi formado utilizando-se como base o 

gradiente comercial Bovipure (Nidacon International AB, Suécia), depositando-se em 

eppendorf o volume de 400 µL de Bovipure e 400 µL de de Bovipure e Sperm-TALP 

homogenizado na proporção 1:1. O período de estabilização da temperatura do 

gradiente foi de 30 minutos antes da descongelação do sêmen. 

O sêmen criopreservado foi descongelado em banho-maria a 35ºC por 30 

segundos. A palheta, após homogenizada, foi aberta e o sêmen depositado lentamente 

sobre o gradiente. A centrifugação ocorreu em microcentrífuga (Eppendorf, Alemanha) 

por 12 minutos a 880 g. O sobrenadante foi descartado e o pellet formado foi diluído 

em meio FIV. A dose inseminante foi de 10L na concentração de 

2x106espermatozoides/mL.  
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Foram utilizados dois reprodutores da raça Angus, selecionados por meio 

deteste de produção in vitro de embriões, utilizando o protocolo controle e tendo como 

critério a taxa de produção embrionária superior a 20%. O reprodutor A foi utilizado nos 

experimentos onde o dipeptídeo foi utilizado na MIV e o reprodutor B, em todos os 

experimentos nos quais os dipeptídeos foram utilizados no CIV.  

 

3.2.3 Fertilização in vitro (FIV) 

O meio FIV é constituído de Fert-TALP, formado por conjunto de sais 

fisiológicos, adicionado de 0,6 g/L de albumina sérica bovina livre de ácidos graxos 

(BSA-FAF), piruvato 22 µg/mL, PHE 440 µg/mL (Sigma-Aldrich, USA), heparina 10 

UI/mL e sulfato de amicacina 0,1 mg/mL (Novamin®).  

As placas foram montadas seguindo o mesmo padrão da MIV. Os 

espermatozoides selecionados foram depositados nas gotas de FIV e incubados por 15 

minutos. Na sequência, os oócitos foram retirados da placa de MIV, lavados (1X) em 

meio FIV e transferidos para meio FIV na placa de fertilização. A fertilização ocorreu 

por 18-22 horas. 

 

3.2.4 Cultivo in vitro (CIV) 

O meio CIV teve como base o meio CR2 composto por conjunto de sais 

fisiológicos, suplementado com 0,005g/mL de BSA-FAF(Sigma-Aldrich, USA), 5% de 

SFB (GIBCO®), 0,00034 mM/mL de glutamina, 0,1 mM/mL de alanina e 0,1mM/mL de 

glicina (Sigma-Aldrich, USA) e sulfato de amicacina 0,1 mg/mL(Novamin®). As placas 

foram montadas com 7 gotas de 60 µL de meio CIV. 

Os zigotos foram transferidos para uma gota de 100L de meio FIV para 

remoção parcial do cumulus, seguidamente lavados (3X) em gotas de meio CIV e 

transferidos para placa de CIV, onde permaneceram por sete dias. 

Todo o processo de PIVE ocorreu em incubadora (Thermo Scientific, USA) 

jaquetada a água com pressão de CO2 a 5% em ar livre, umidade saturada e 

temperatura de 38,7ºC. Os meios de cultivo seguiram seus padrões, controlados pelo 

pH (7,2 a 7,4) e osmolaridade 295 a 305 mOsm. Todas as placas de cultivo nas fases 

de MIV, FIV e CIV eram cobertas por óleo mineral (Sigma-Aldrich, USA). No dia 3, o 
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feeding consistiu da troca parcial (50%) do volume das gotas contendo zigotos na placa 

de CIV, adicionando o mesmo volume do meio CIV mantido em incubadora. A função 

do feeding é reduzir a concentração de compostos tóxicos presentes na gota onde 

estão condicionados os embriões. 

 

3.2.5 Delineamento Experimental 

A avaliação da substituição dos aminoácidos por dipeptídeos (grupo tratado) na 

comparação com grupo controle (utilizando os aminoácidos isolados) foi realizada em 

cinco experimentos, onde foram testadas diferentes concentrações de Ala-gln e Gly-gln 

em substituição à glutamina, glicina e/ou alanina. Em cada grupo (tratado e controle), 

foram realizadas no mínimo 6 repetições para cada experimento. Cada repetição 

consiste em um grupo de 25 a 30 oócitos maturados. O valor de (n) é a soma das 

repetições. 

Experimento 1– Em meio MIV, a glutamina, concentração de 0,06849 mM/mL, 

foi substituída por peso molar equivalente do dipeptídeo Alanil-glutamina (Sigma-

Aldrich, USA).  

Experimento 2– Em meio MIV, a glutamina, concentração de 0,06849 mM/mL, 

foi substituída por peso molar equivalente do dipeptídeo Glicil-glutamina (Sigma-

Aldrich, USA).  

Experimento 3– Em meio CIV, a glutamina, concentração de 0,00034 mM/mL, a 

alanina, 0,1 mM/mL e a glicina, 0,1mM/mL, foram substituídas por peso molar 

equivalente dividido em valores iguais entre os dipeptídeos Alanil-glutamina e Glicil-

glutamina (Sigma-Aldrich, USA).  

Experimento 4– Em meio CIV, a glutamina, concentração de 0,00034 mM/mL, a 

alanina, 0,1 mM/mL, e a glicina, 0,1mM/mL, foram substituídas por 0,6 mM de Alanil-

glutamina e 2 mM Glicil-glutamina (Sigma-Aldrich, USA).  

Experimento 5– Em meio CIV, a glutamina, concentração de 0,00034 mM/mL, foi 

substituída juntamente com a alanina, 0,1 mM/mL, ou glicina, 0,1mM/mL, formando 2 

grupos tratados: a) Alanil-glutamina associado à glicina isolada e b) Glicil-glutamina 

associado à alanina isolada (Sigma-Aldrich, USA). 
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Os efeitos dos dipeptídeos na MIV e CIV foram avaliados por meio de 

parâmetros de cinética de desenvolvimento, produção e qualidade de embriões in vitro. 

 

3.2.6 Avaliação da cinética de desenvolvimento e produção de embriões in vitro 

A avaliação embrionária foi realizada com auxílio de estereomicroscópio no 

aumento de 200x. A avaliação foi realizada individualmente para cada grupo de zigotos 

da placa de CIV. Tabelas auxiliares foram utilizadas para a anotação dos dados 

experimentais. No dia 3 (d3) do CIV, zigotos com dois ou mais blastômeros foram 

contados, formando a taxa de clivagem em relação ao número inicial de zigotos. No dia 

7 e 8 (d7 e d8) do CIV, o número de embriões no estágio de blastocisto, blastocisto 

expandido e blastocisto eclodido foram contados, sendo a soma dos três estágios 

embrionários correspondente ao total de embriões produzidos (Anexo II). As taxas de 

produção embrionária (clivagem, blastocisto, blastocisto expandido, blastocisto 

eclodido e total de embriões em d7 e o total de embriões em d8), são apresentadas em 

porcentagem e foram calculadas em relação ao número de zigotos no d1 de CIV. No 

dia 8 (d8), foi também calculada a taxa de eclosão embrionária, com base no número 

de embriões eclodidos em d8 em relação ao total de embriões em d7.  

 

3.2.7 Avaliação da qualidade dos embriões 

A avaliação da qualidade dos embriões foi realizada por meio da contagem total 

de células de embriões eclodidos no d8 de CIV. Para a contagem total de células, os 

embriões eclodidos foram transferidos para solução permeabilizante de membrana 

celular TBS-Triton 1x em gota de 100 L por 5 minutos e, posteriormente, depositados 

em gota de 60 L de DAPI (Sigma-Aldrich, USA), corante de núcleo celular, na 

concentração de 1L/mL por 10 minutos.  

Todo o processo ocorreu em placa aquecida a 37ºC e a manipulação com 

auxílio de micropipetador e esteromicroscópio em luz mínima. As lâminas foram 

montadas depositando-se as estruturas em gota de 10 L de glicerol (Sigma-Aldrich, 

USA), sob lamínula. A leitura foi realizada em microscópio de fluorescência LEICA 

DM4000 e as imagens capturadas pelo software LAS-AF individualmente para cada 
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embrião eclodido. Os núcleos corados em azul foram somados, contabilizando o total 

de células por embrião. 

 

3.2.8 Análise estatística 

As taxas de produção e a contagem total de células embrionárias foram 

avaliadas utilizando a análise de variância (ANOVA), com comparação das médias pelo 

teste de Duncan’s (Multiple Range Test), levando em consideração o número de 

médias envolvidas. Quando não se obteve homogenidade de variância, a comparação 

das médias foi realizada pelo teste Bonferroni. Significância estatística é observada 

com p<0,05. O software Statgraphics® Centurion XVI foi utilizado para a realização das 

análises estatísticas. 

 

3.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.3.1 Taxas de Clivagem 

Na tabela 1 são apresentados os dados de clivagem no dia 3 (d3) dos 

experimentos realizados. Não foi encontrada diferença estatística (p>0,05) entre os 

grupos tratados e os grupos controle em nenhum dos experimentos. 
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Tabela 1: Porcentagem (%) média e desvio padrão da taxa de clivagem, no dia 3 (d3) de cultivo in vitro. 

Experimento Grupo n Taxa de clivagem (%)
1
 

(média/desvio padrão) 

1 - MIV 
Controle 181 67,02±10,93

a 

Ala-gln 186 70,43±10,09
a
 

    

2 - MIV 
Controle 285 67,99±12,23

a
 

Gli-gln 339 69,13±10,91
a
 

    

3- CIV 
Controle 245 79,42±10,63

a
 

Ala-gln e Gli-gln  317 72,92±11,55
a
 

    

4- CIV 
Controle 357 75,01±10,64

a
 

Ala-gln (0,6mM) e Gli-gln (2mM) 352 77,37±7,12
a
 

    

5- CIV 

Controle 179 76,98±11,68
a
 

Ala-gln e glicina 188 69,63±6,43
a
 

Gli-gln e alanina 161 75,27±6,87
a
 

Letras diferentes na coluna entre os tratamentos de cada experimento indicam diferença estatística 
(p<0,05).  
n – número de zigotos em d1 
1
Taxa de clivagem (%) de zigotos com ≥2 células, calculada em relação ao número de zigotos (n). 

 

As taxas de clivagens observadas são semelhantes às encontradas por outros 

autores para zigotos bovinos (Zhang et al., 1995; Wang et al., 1997; Hagemann et al., 

1998; Orsi e Leese, 2004; Li et al., 2006). 

 

3.3.2 Produção embrionária in vitro 

 Nas tabelas 2 e 3 são mostradas as médias e desvio padrão em todos os 

estágios embrionários e a média do total de embriões dos experimentos para os dias 7 

e 8 de CIV, respectivamente, para os experimentos 1 e 2 utilizando os dipeptídeos na 

etapa de MIV.  

Com a substituição da glutamina por Ala-gln no meio MIV (experimento 1) foi 

possível observar diferença estatística (p<0,05) na média de blastocisto em d7 (Tabela 

2) e o total de embriões em d7 e d8 em relação ao grupo controle (Tabela 2 e 3), 

mostrando um efeito positivo do dipeptídeo Ala-gln sobre a produção de embriões in 
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vitro bovino quando aplicado no meio MIV aumentando a produção embrionária em 

mais de 10%. A utilização do Gli-gln no meio MIV não mostrou diferença estatística 

(p>0,05) nos parâmetros avaliados (Tabela 2 e 3). 

 

Tabela 2: Porcentagem (%) média e desvio padrão para produção embrionária no dia 7 (d7) de cultivo in 

vitro, nos estágios de blastocistos, blastocistos expandidos, blastocistos eclodidos e total de embriões 

bovinos utilizando dipeptídeos na MIV. 

Ex Grupo n 

Produção embrionária no dia 7 (%) 

(média±desvio padrão)
 

Blastocistos
1 

Blastocistos 

Expandidos
1 

Blastocistos 

Eclodidos
1 

Total de 

Embriões
1 

1 - MIV 
Controle 181 15,61±6,17

a 5,05±5,94
a 1,14±1,95

a 21,82±11,34
a 

Ala-gln 186 25,09±7,05
b 6,44±1,81

a 2,12±1,99
a 33,66±6,79

b 

       

2 - MIV 
Controle 285 14,66±10,25

a 1,73±2,55
a 1,11±2,73

a 17,51±10,90
a 

Gli-gln 339 17,36±10,18
a 3,54±3,02

a 2,17±4,07
a 23,08±9,98

a 

Letras diferentes na coluna entre os tratamentos de cada experimento indicam diferença estatística 
(p<0,05).  
n: número de zigotos em d1; Ex: Experimento; 

1
Taxa de diferentes estágios embrionários e total de 

embriões calculada pelo número de zigotos (n). 
 

 

Tabela 3: Porcentagem (%) média e desvio padrão para eclosão embrionária e total de embriões no dia 

8 (d8) de cultivo in vitro utilizando dipeptídeos na MIV. 

Ex Grupo n 

Produção embrionária no dia 8 (%) 

(média±desvio padrão) 

Eclosão Embrionária
2 

Total de Embriões
1 

1 - MIV 
Controle 181 42,24±32,93

a
 25,73±11,59

a 

Ala-gln 186 58,34±13,64
a
 36,41±5,11

b 

     

2 - MIV 
Controle 285 67,42±21,02

a 
26,30±13,53

a 

Gli-gln 339 76,05±21,17
a 

31,98±9,76
a 

Letras diferentes na coluna entre os tratamentos de cada experimento indicam diferença estatística 
(p<0,05).  
n: número de zigotos em d1; Ex: Experimento; 

1
Taxa do total de embriões calculada pelo número de 

zigotos (n); 
2
Taxa de eclosão embrionária calculada pelo número total de embriões no dia 7 (tabela 2) de 

cultivo in vitro. 
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A maturação in vitro envolve dois processos, a maturação nuclear e a 

citoplasmática. A maturação nuclear consiste na retomada e progressão da meiose até 

o estágio de metáfase II (MII) da meiose II e a extrusão do primeiro corpúsculo polar. A 

maturação citoplasmática é um processo de difícil avaliação, consiste na reorganização 

das organelas citoplasmáticas e na síntese de mRNA (Kim et al., 2013). A ocorrência 

dos dois processos de maturação, nuclear e citoplasmático, permite ao oócito que, 

quando fecundado, tenha potencial para o desenvolvimento embrionário, sendo a 

produção de blastocistos um fator fidedigno de avaliação indireta da maturação 

oocitária. 

Com os resultados encontrados, sugere-se que ocorreram alterações nas 

atividades metabólicas de oócitos e embriões. O crescimento embrionário in vitro foi 

maior no estágio de blastocisto, com consequente aumento da produção total de 

embriões em d7 e d8 na presença do Ala-gln na MIV; assim, levantou-se a hipótese de 

um crescimento mais homogêneo dos embriões do sexo feminino em relação ao sexo 

masculino ou um aumento da competência de oócitos. A proporção de sexos na 

produção de embriões é diretamente afetada na presença de glutamina, uma vez que 

seu metabolismo aumenta em aproximadamente um terço a atividade da via da 

pentose-fosfato, ligada ao cromossomo X (Tiffin et al., 1991). A utilização do dipeptídeo 

poderia estar alterando a velocidade na qual a via é catalisada pela enzima glicose-6-

fosfato-desidrogenase (G6PD), desacelerando a captação de glicose em embriões do 

sexo feminino e permitindo um desenvolvimento mais acelerado, uma vez que na 

presença de glutamina ocorre o inverso (Rieger et al., 1992b).  

 O efeito observado na MIV dos oócitos bovinos tratados com Ala-gln está 

relacionado ao encontrado por Tareq et al. (2013), com incremento do número de 

oócitos suínos que atingiram a fase de MII, divergindo de Kim et al. (2013) que não 

encontraram diferenças na taxa de oócitos suínos que atingiram a MII, mas sugere que 

o efeito do Ala-gln esteja relacionado ao desenvolvimento do zigoto após a transição 

materno zigótica. Ambos os autores concordam, encontrando maior número de 

embriões no estágio de blastocisto quando Ala-gln foi aplicado no meio MIV em suínos, 

quando comparado ao grupo controle, como encontrado para bovinos neste estudo. A 

redução do amoníaco poderia explicar os resultados encontrados no experimento 1, 
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uma vez que, conforme proposto por Yuan e Krisher (2010), a produção de amoníaco 

na MIV teria efeitos prejudiciais à maturação nuclear, bem como o aumento da 

captação de glicose observado em embriões suínos (Tareq et al., 2013).  

 Moraveck et al. (2012) sugerem que os dipeptídeos teriam mecanismos 

específicos de transporte celular, que associados à menor afinidade do Gli-gln pela 

peptidase (Christie e Butler, 1994), responsável por realizar a hidrólise extracelular 

destas moléculas, poderiam explicar os resultados do experimento 2, necessitando 

avaliar maiores concentrações do Gli-gln na MIV.  

As tabelas 4 e 5 apresentam as médias e desvio padrão em todos os estágios 

embrionários e a média do total de embriões dos experimentos para os dias 7 e 8 de 

CIV, respectivamente, para os experimentos 3, 4 e 5 utilizando os dipeptídeos na etapa 

de CIV.  

Os dados da aplicação de dipeptídeos no CIV mostram que, quando associados, 

os dipeptídeos substituindo a glutamina, alanina e glicina por peso molar equivalente 

(experimento 3) não apresentam efeitos sobre os parâmetros de desenvolvimento 

embrionário avaliados, não havendo diferença estatística (p>0,05) em relação ao 

controle utilizando os aminoácidos isolados (tabelas 4 e 5). No experimento 4, no 

entanto, utilizando associadamente Ala-gln (0,6mM) e Gli-gln (2 mM), observou-se a 

redução (p<0,05) em relação ao controle no estágio de blastocisto expandido e no total 

de embriões em d7 (Tabela 4) e da eclosão embrionária em d8 (Tabela 5).  

O experimento 5, quando os dipeptídeos foram aplicados separadamente nas 

concentrações calculadas pelo peso molar equivalente da substituição, não foram 

observadas diferenças (p>0,05) entre os grupos para os estágios de blastocisto e 

blastocisto expandido em d7. Os grupos tratados apresentaram menor média (p<0,05) 

de blastocistos eclodidos em d7 em relação ao controle (Tabela 4). A produção 

embrionária total em d7 e d8 foi menor (p<0,05) nos grupos tratados em relação ao 

grupo controle (Tabela 4 e 5). O grupo Gli-gln+alanina diferiu do controle e do Ala-

gln+glicina na eclosão embrionária em d8 (Tabela 5). 
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Tabela 4: Porcentagem (%) média e desvio padrão para produção embrionária no dia 7 (d7) de cultivo in 

vitro, nos estágios de blastocistos, blastocistos expandidos, blastocistos eclodidos e total de embriões 

bovinos utilizando dipeptídeos no CIV. 

Ex Grupo n 

Produção embrionária no dia 7 (%) 

(média±desvio padrão)
 

Blastocistos
1 

Blastocistos 

Expandidos
1 

Blastocistos 

Eclodidos
1 

Total de 

Embriões
1 

3- CIV 
Controle 245 20,01±8,04

a 
9,63±5,65

a 
1,2±1,93

a 
30,84±9,96

a 

Ala-gln e Gli-gln 317 19,24±12,03
a 

7,52±6,71
a 

0,3±1,1
a 

27,07±13,96
a 

       

4- CIV 

Controle 357 16,72±9,89
a 

10,02±5,93
b 

1,71±4,35
a 

28,46±13,7
b 

Ala-gln (0,6mM) 

e Gli-gln (2mM) 
352 12,28±6,79

a 
4,04±4,75

a 
0,59±2,22

a 
16,92±9,14

a 

       

5- CIV 

Controle 179 24,49±9,14
a 4,99±4,31

a
 5,05±3,06

b
 34,54±7,72

b 

Ala-gln e glicina 188 17,55±5,08
a 3,68±5,23

a
 0,52±1,39

a
 21,77±7,68

a
 

Gli-gln e alanina 161 17,45±5,66
a 6,24±3,17

a
 1,25±1,94

a
 24,95±6,02

a
 

Letras diferentes na coluna entre os tratamentos de cada experimento indicam diferença estatística 
(p<0,05).  
n: número de zigotos em d1; Ex: Experimento; 

1
Taxa de diferentes estágios embrionários e total de 

embriões calculada pelo número de zigotos (n). 
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Tabela 5: Porcentagem (%) média e desvio padrão para eclosão embrionária e total de embriões no dia 

8 (d8) de cultivo in vitro utilizando dipeptídeos no CIV. 

Ex Grupo n 

Produção embrionária no dia 8 (%) 

(média±desvio padrão) 

Eclosão Embrionária
2 

Total de Embriões
1 

3- CIV 
Controle 245 54,88±19,79

a 
36,15±14,12

a 

Ala-gln e Gli-gln 317 43,44±35,87
a 

28,09±15,05
a
 

     

4- CIV 

Controle 357 55,93±13,26
b 

34,3±14,9
a
 

Ala-gln (0,6mM) 

e Gli-gln (2mM) 
352 32,21±30,21

a 
28,91±14,21

a
 

     

5- CIV 

Controle 179 62,80±11,61
b 

41,23±11,59
b 

Ala-gln e glicina 188 62,48±23,52
b 

29,20±6,28
a 

Gli-gln e alanina 161 23,01±11,74
a 

23,58±5,61
a 

Letras diferentes na coluna entre os tratamentos de cada experimento indicam diferença estatística 
(p<0,05).  
n: número de zigotos em d1; Ex: Experimento; 

1
Taxa do total de embriões calculada pelo número de 

zigotos (n); 
2
Taxa de eclosão embrionária calculada pelo número total de embriões no dia 7 (tabela 2) de 

cultivo in vitro. 

 

Os dados do experimento 3 e 4, divergem do observado em suínos, onde a 

associação dos dipeptídeos no CIV incrementou a taxa de blastocisto, reduziu a 

concentração de amoníaco e aumentou a contagem total de células (Tareq et al., 

2013). A competitividade entre os canais de transporte nas células, sugerida por 

Moraveck et al. (2012), poderiam explicar estes resultados, principalmente se os 

mecanismos de transporte celular forem os mesmos. 

Os dados também não corroboram com a hipótese levantada por Hagemann et 

al. (1998) que, após não encontrarem diferença (p>0,05) na produção in vitro de 

embriões bovinos utilizando um meio comercial, GlutaMax-II®, composto de Gli-gln, 

sugeriram que a associação de Ala-gln e Gli-gln poderia melhorar a produção 

embrionária.  

Kim et al. (2013) observaram no CIV de embriões suínos que o Ala-gln, quando 

aplicado no CIV, não diferiu dos valores de produção total de embriões do grupo 

controle utilizando glutamina, divergindo deste estudo. Apesar da menor produção total 

de embriões em d7 e d8 do grupo Ala-gln+glicina, o resultado semelhante (p>0,05) 
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encontrado na eclosão embrionária de Ala-gln+glicina e do grupo controle pode estar 

relacionado a atividade osmorreguladora da glicina, auxiliando na formação da 

blastocele e expansão do blastócito (Leese et al., 1993). O Gli-gln foi associado ao 

melhor desenvolvimento em embriões de rato (Biggers et al., 2004a; Summers et al., 

2005; Moraveck et al., 2012) e de suínos (Tareq et al., 2013), onde os autores 

observaram que, quando aplicados Ala-gln e Gli-gln no CIV separadamente, ambos os 

dipeptídeos apresentaram aumento (p<0,05) da taxa de blastocisto, divergindo dos 

dados encontrados no experimento 5, onde a utilização do Gli-gln+alanina reduziu a 

produção e eclosão embrionária. 

Na avaliação do desenvolvimento embrionário foram considerados embriões os 

estágios de blastocisto, blastocisto expandido e blastocisto eclodido. Na avaliação 

embrionária, diferentes períodos e estágios embrionários podem ser utilizados de 

acordo com a proposta do estudo. Neste experimento, os parâmetros avaliados para 

cinética de desenvolvimento embrionário (Tabelas 2, 3, 4 e 5) apresentam valores 

semelhantes ao encontrado por outros autores utilizando a mesma metodologia (Tiffin 

et al., 1991; Hagemann et al., 1998), e discordam de valores como os apresentados por 

Moore e Bondioli (1993) uma vez que os autores contabilizaram mórulas na taxa final 

de embriões. 

 Na taxa de eclosão embrionária (Tabela 3 e 5), os valores são semelhantes aos 

encontrados por outros autores em embriões bovinos (Tiffin et al., 1991; Zhang et al., 

1995; Hagemann et al., 1998). 

 

3.3.3 Qualidade embrionária 

 Os dados da avaliação de qualidade embrionária são apresentados na tabela 6 

para todos os experimentos realizados. 

Não se observou diferença (p>0,05) do grupo tratado em relação ao controle nos 

experimentos 1 e 2, quando os dipeptídeos foram utilizados na MIV. 

Quando associados no CIV, independente da concentração (experimentos 3 e 

4), os dipeptideos Ala-gln e Gli-gln levam à redução (p<0,05) da contagem total de 

células. Quando aplicados isoladamente (experimento 5) no CIV, os grupos Ala-

gln+glicina e Gli-gln+alanina não diferem (p>0,05) do grupo controle. 
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Tabela 6: Média e desvio padrão para contagem total de células de embriões eclodidos no dia 8 (d8) de 

cultivo in vitro. 

Experimento Grupo n 

Contagem total de células  

(média±desvio padrão) 

1 - MIV 
Controle 21 277,28±51,22

a 

Ala-gln 30 259,9±66,89
a 

    

2 - MIV Controle 32 245,56±66,13
a 

 Gli-gln 52 224,63±63,49
a 

    

3 - CIV 
Controle 35 190,42±51,25

b 

Ala-gln e Gli-gln 28 146,82±28,05
a 

    

4 - CIV 

Controle 52 237,05±64,10
b 

Ala-gln (0,6mM) e Gli-gln 

(2mM) 
22 162,22±45,16

a 

    

5 - CIV 

Controle 35 224,22±51,72
a 

Ala-gln e glicina 26 213,0±44,49
a 

Gli-gln e alanina 9 207,11±70,94
a 

Letras diferentes na coluna entre os tratamentos de cada experimento indicam diferença estatística 
(p<0,05).  
n: número de embriões no estágio de blastocisto eclodido com contagem total de células. 

 

A associação dos dipeptídeos no CIV foi prejudicial à qualidade embrionária, 

reduzindo o número de células em d8. Segundo Moraveck et al. (2012), o mecanismo 

de transporte celular e a competitividade pela peptidase podem ser fatores a influenciar 

na utilização dos dipeptídeos associados, uma vez que se desconhece estes 

mecanismos. Os autores ainda levantam a hipótese de que os mecanismos de 

transporte poderiam ser diferentes de acordo com a espécie e estágio de 

desenvolvimento embrionário. 

Os dados de contagem de células do experimento 3 e 4 divergem do observado 

em suínos, onde a associação dos dipeptídeos no CIV aumentou a contagem total de 

células (Tareq et al., 2013).  
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Assim como para produção embrionária, os dados apresentados mostram que a 

associação dos dipeptídeos reduziu (p<0,05) a contagem total de células, não 

corroborando com a hipótese levantada por Hagemann et al. (1998) de uma possivel 

melhora na qualidade embrionária. 

Tareq et al. (2013) observaram que, quando aplicados Ala-gln e Gli-gln no CIV 

separadamente, ambos os dipeptídeos apresentaram aumento (p<0,05) da contagem 

total de células em relação ao controle; no entanto, os dados do experimento 5 

mostram que no cultivo de embriões bovinos não houve diferença em relação ao 

controle. 

 

3.4 CONCLUSÃO 

 

A substituição da glutamina por Ala-gln no meio MIV aumentou a taxa de 

blastocistos em d7 e o total de embriões produzidos em d7 e d8, sem alteração na 

contagem total de células.  

Não houve alteração em nenhum dos parâmetros avaliados quando Gli-gln foi 

utilizado na MIV. 

A utilização dos dipeptídeos Ala-gln e Gli-gln associados em meio CIV reduziu a 

taxa de blastocistos expandidos em d7 e de eclosão embrionária em d8 em 

concentrações maiores, e a contagem total de células independente da concentração 

utilizada.  

Quando os dipeptídeos foram aplicados separadamente no CIV adicionados de 

alanina e/ou glicina, reduziram a produção embrionária em d7 e d8, e eclosão 

embrionária para Gli-gln adicionado de alanina, não havendo diferenças na qualidade 

embrionária.  
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CAPÍTULO 4 

 

4 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

O Brasil demonstra a importância da PIVE por sua liderança mundial na 

produção de embriões in vitro e, principalmente, por estar entre os maiores produtores 

mundiais de carne e leite, bem como entre os maiores exportadores de produtos 

pecuários. Sendo referência, é importante que constantes avanços e contribuições 

científicas sejam gerados, agregando ao país maior visibilidade frente a outros países 

em um dos marcos históricos de nossa produção cientifica na área de biotecnologia da 

reprodução animal. 

Pode-se observar ao longo da revisão e dos dados apresentados que a 

aplicação de dipeptídeos é bem sucedida na produção in vitro de embriões bovinos, 

bem como de outras diversas espécies, necessitando, porém, estudos que gerem 

contribuições quanto às modificações metabólicas ocorridas na presença de 

dipeptídeos. 

Os dados dos experimentos mostram um aumento na produção de embriões in 

vitro, maior que 10%, quando Ala-gln foi utilizado na MIV. Estes dados sustentam a 

hipótese de que a utilização dos dipeptídeos em substituição aos aminoácidos 

glutamina, alanina e glicina melhora a produção embrionária.  

Os dados de qualidade embrionária mostram que, independente da etapa da 

PIVE, os dipeptídeos quando isolados não influenciam na qualidade dos embriões 

produzidos e, quando associados os dipeptídeos no CIV, como sugerido por 

Hagemann et al. (1998), prejudicam a qualidade embrionária, levando à queda da 

contagem de células embrionárias e, em maiores concentrações, à redução da eclosão 

embrionária in vitro. Os dados rejeitam a hipótese inicial de que os dipeptídeos 

melhoram a qualidade embrionária, mas levantam a hipótese de que a influência dos 

dipeptídeos esteja relacionada a melhor proporção de células da ICM e TE como 

observado em ratos. 

Em trabalhos futuros, a hipótese de melhoria na competência oocitária e de 

desaceleração do crescimento embrionário será testada através da seleção de oócitos 
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pelo teste de azul cresil brilhante ligado à atividade da G6PD nos oócitos, respondendo 

quanto à conexão da atividade desta enzima na maturação dos oócitos e associada à 

sexagem dos embriões por PCR em tempo real para verificar a proporção de 

macho:fêmea. 

Alguns autores sugerem a participação da glutamina sobre alterações no 

desenvolvimento fetal. Uma das características do dipeptídeo é a aceleração na 

atividade de degradação quando em presença de SFB; sendo assim, sugere-se teste 

com a redução ou total exclusão das concentrações de SFB, com a transferência dos 

embriões, com o objetivo de se estudar a redução dos efeitos teratogênicos 

observados em bezerros nascidos através da PIVE, utilizando meios de cultivo in vitro 

definido (na ausência de proteínas de origem animal) ou semi-definido (utilizando 

somente BSA).  

A continuidade da proposta também prevê a utilização dos dipeptídeos na etapa 

de FIV, bem como nas fases de MIV, FIV e CIV associadamente. 

Em relação à qualidade embrionária, sugere-se a utilização da técnica de 

diferenciação de ICM e TE, afim de se avaliar a proporção das células e determinar os 

efeitos dos dipeptídeos sobre a proporção ICM e TE. 
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ANEXO I – Classificação de oócitos 

 

1) Classificação de oócitos (figura 1), segundo Stojkovic et al. (2001). 

 

 Grau 1 – Complexo cumulus-oócito (COCs) com citoplasma homogêneo, células 

do cumulus circundando completamente a zona pelúcida (ZP), compactado e 

com múltiplas camadas. 

 Grau 2 – COCs com citoplasma homogêneo, poucas áreas de pigmentação 

irregular, cumulus menor que o grau 1, mas com mais de cinco camadas de 

células compactadas de cumulus circundando completamente a ZP. 

 Grau 3 – COCs com citoplasma heterogêneo, vacuolizado, com três a cinco 

camadas de células do cumulus circundando a ZP, exceto por pequenas áreas 

sem cobertura de cumulus. 

 Grau 4 – COCs com citoplasma heterogêneo, pigmentado, com cumulus 

totalmente ou em grande parte ausente ou expandido. 

 

 

 

(Fonte: Stojkovik et al., 2001). 
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ANEXO II – Estágios embrionários  

 

Morfologia dos estágios embrionários (figura 2) avaliados no dia 7 (D7) de cultivo in 

vitro, correspondentes a soma total de embriões no D7 e D8.  

a) Blastocisto – Embrião com primeira diferenciação celular (trofoblasto e massa 

celular interna), formação da blastocele, presença de botão embrionário, sem 

expansão da blastocele, zona pelúcida íntegra. 

b) Blastocisto expandido - Conformação do blastocisto com expansão da blastocele 

e zona pelúcida delgada, porém íntegra.  

c) Blastocisto eclodido - Conformação de blastocisto, com rompimento da zona 

pelúcida e extrusão parcial ou completa do embrião para fora da zona pelúcida. 

 

 

Figura 2: Estágios embrionários blastocisto, blastocisto expandido e blastocisto eclodido, observados no 

dia 7 (D7) e 8 (D8) de cultivo in vitro (CIV). 

 


