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FORMATO DA DISSERTACAO

A presente dissertacdo € composta por capitulos.

O capitulo 1 apresenta uma introducéo geral sobre o tema producao in vitro de
embrides, 0s objetivos e a hipétese desta dissertacao.

O capitulo 2 trata-se de revisao de literatura contextualizando o estado da arte da
producdo in vitro de embrides, a utilizacdo de aminoacidos e o embasamento
necessario explicando os beneficios e resultados encontrados com a utilizacdo de
dipeptideos em meios de cultivo embrionario in vitro em substituicdo aos aminoacidos.

O capitulo 3 é referente ao artigo produzido a partir dos experimentos realizados,
avaliando a utilizacdo de dipeptideos na maturacéo in vitro de odcitos e no cultivo in
vitro de embrides bovinos. A publicacdo dos dados € dependente do registro de
patente. Quando publicados, a submissdo sera para a revista Theriogenology,
classificada como Qualis A2 para a area de Medicina Veterinaria.

O Capitulo 4 finaliza esta dissertagdo com conclusdes gerais deste trabalho e com
sugestbes e hipbéteses para continuidade dos estudos relacionados com esta
dissertacdo em projetos futuros.

As referéncias de todos os capitulos se encontram em lista Unica ao final da

dissertacao.



RESUMO GERAL

A producdo de embrides bovinos in vitro apresentou grande avanco nos ultimos anos
no Brasil, tornando o pais lider mundial. Aminoécidos fazem parte da lista de
componentes dos meios de maturacgdo e cultivo in vitro, com beneficios fundamentais a
cultura de embribes bovinos como o aumento das taxas de maturacdo, clivagem,
blastocistos e eclosdo embrionéria, além da melhoria da qualidade dos embrifes com
aumento da contagem total de células. No entanto, a glutamina apresenta alguns
prejuizos, por ser espontaneamente degradada em solucfes aquosas e temperaturas
superiores a 37°C, gerando compostos amoniacos toxicos aos embrides. Dipeptideos
sdo estruturas quimicas compostas por dois aminoacidos conjugados, estaveis a altas
temperaturas. Alanil-glutamina e Glicil-glutamina s&o dipeptideos sugeridos para
substituicdo da glutamina nos meios de maturagdo e cultivo in vitro de embrides. O
objetivo desta pesquisa € estudar os efeitos dos compostos estaveis alanil-glutamina
(Ala-glIn) e glicil-glutamina (Gli-gln) em substituicdo aos aminoacidos glutamina, alanina
e/ou glicina na maturacdo in vitro (MIV) de odcitos e no cultivo in vitro (CIV) de
embrides bovinos, com a finalidade de se determinar os efeitos sobre a producédo e
gualidade dos embrides produzidos in vitro. A avaliagdo dos embrides foi realizada por
meio da cinética de desenvolvimento in vitro nos dias 3 (d3), 7 (d7) e 8 (d8) de CIV e da
qualidade embrionaria, pela contagem total de células. O experimento 1 avaliou Ala-gin
em substituicdo a glutamina na MIV. O experimento 2 avaliou Gli-gin em substituicdo a
glutamina na MIV. Os experimentos 3 e 4 avaliaram duas diferentes concentracdes de
Ala-gIn e Gli-gIn associados na substituicdo da glutamina, alanina e glicina no CIV. No
experimento 5, foram preparados dois grupos tratados, sendo Ala-gln adicionado de
glicina e Gli-gIn adicionado de alanina substituindo glutamina e alanina ou glicina. Nao
houve diferenca (p>0,05) na taxa de clivagem entre os grupos tratados e controle
independente da etapa de aplicacédo (MIV ou CIV) dos dipeptideos. Ala-gIn, quando
utilizado na MIV, aumentou (p<0,05) a taxa de blastocistos (d7) e o total de embribes
em d7 e d8, Gli-gin ndo diferiu (p>0,05) nos parametros avaliados em relagédo ao
controle. No CIV, quando Ala-gin e Gli-gin foram utilizados associados em maior

concentracdo, houve uma reducdo (p<0,05) na taxa de blastocistos expandidos, total
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de embrides (d7) e eclosdo embrionaria (d8). Quando os dipeptideos foram
adicionados separadamente, com a adicdo do aminoacido alanina e/ou glicina de
acordo com o dipeptideo, observou-se reducdo do total de embrides em d7 e d8
(p<0,05) para ambos os grupos tratados em relacdo ao controle, e da eclosao
embrionaria para Gli-gin adicionado de alanina em relacdo ao Ala-gIn adicionado de
glicina e controle. Houve reducédo na contagem total de células quando os dipeptideos
foram aplicados associados no CIV, mas ndo quando os dipeptideos foram utilizados
separados nas etapas de MIV e CIV. Conclui-se que Ala-gin pode ser utilizado como
substituto da glutamina em meios MIV, aumentando a producdo embrionaria, sem
interferir na qualidade embrionaria, mas ndo se recomenda a utilizacdo dos dipeptideos

em conjunto ou isolados na etapa de CIV.

Palavras-chave: alanil-glutamina, glicil-glutamina, od6citos, embrides 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-gin) 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-gin replacing
glutamine in IVM. The experiment 2, it was evaluated Gli-gIn replacing glutamine in
IVM. The experiments 3 e 4 evaluated two different concentrations of dipeptides Ala-gin
and Gly-gIn in replacement of glutamine, alanine and glycine. In the experiment 5 were
prepared two treated groups, Ala-gin added with glycine and the Gly-gin 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-gin showed no differences in all parameters evaluated. In
IVC, when Ala-GIn and Gly-GIn 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-GIn
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-GIn 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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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO

Biotecnologias reprodutivas sao ferramentas utilizadas no melhoramento
genético de animais de producdo. Entre estas biotecnologias esta a producao in vitro
de embrides (PIVE) bovinos que fundamentalmente é utilizada em dois processos: a
multiplicacdo de material genético e a aceleragdo do melhoramento genético.

Com a multiplicacdo de material genético, pode-se destacar o cruzamento
industrial entre racas, com o propésito de se aproveitar a heterose das racas nha
producdo de animais para producado e qualidade de carne ou leite (Pontes et al., 2010).
Outro ponto importante é a otimizacdo do material genético materno e paterno de
individuos puros de origem ou com genética de interesse comercial no melhoramento
de rebanhos, obtendo-se pela PIVE um grande numero de bezerros oriundos do
mesmo acasalamento.

A PIVE é a biotecnologia que permite obter o maior nUmero de progénies/ano
(entre 25 e 50 bezerros) de uma mesma doadora (Varago et al., 2008) e um grande
numero de embrides utilizando uma Unica palheta de sémen criopreservado.

Na aceleracdo do melhoramento genético, a PIVE permite que um produtor
obtenha em apenas uma geracdo um rebanho de alto padrao racial ou puro de origem,
com a compra de gametas de animais puros de origem. O maior nimero de progénie
também permite uma maior pressao de selecdo e reducao do intervalo entre geracdes,
utilizando fémeas de alto potencial produtivo e racial como doadoras de oécitos para a
producdo dos embrides e fémeas de baixo potencial ou sem padrdo racial como
receptoras de embrides produzidos in vitro (Marinho et al., 2012).

A maior vantagem da PIVE é a flexibilidade para ser utilizada em rebanhos de
qgualquer aptidao e tamanho, tenha como finalidade a producao de animais comerciais
destinados ao abate ou producédo de leite, ou ainda producdo de animais de elite,
reprodutores e matrizes.

Atualmente o Brasil é lider mundial na producédo de embrides in vitro, com mais
de 340 mil embribes bovinos produzidos in vitro em 2012 e representa mais de 75% da

producdo mundial de embriGes in vitro, segundo o boletim estatistico da Sociedade



Internacional de Transferéncia de Embribes (IETS, 2013). O boletim também mostra
dados com pouco mais de 50 mil embrides produzidos in vivo, que evidenciam o maior
interesse na biotécnica PIVE no Brasil, principalmente se comparado aos Estados
Unidos, onde mais de 250 mil embriGes in vivo em contrapartida dos 74 mil embrides in
vitro produzidos em 2012.

A lideranca so foi possivel pelo desenvolvimento tecnologico consistente e pelos
avancos cientificos 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 avancos tecnolégicos
a utilizacdo da ultrassonografia nos processos de puncdo folicular guiada por
ultrassonografia (OPU) em animais vivos e a compreensdo da dinamica folicular,
caracterizando a fisiologia ovariana e o ciclo estral, bem como, determinando as fases
para obtencdo do maior nUmero de odcitos e, consequentemente, reduzindo o intervalo
entre geracOes (Viana e Bols, 2005; Varago et al., 2008; Binelli et al., 2009). Apds a
realizacdo da OPU e consequente obtencdo dos odcitos, a PIVE consiste de trés
etapas em laboratorio: Maturacdo in vitro (MIV), Fertilizacédo in vitro (FIV), Cultivo in
vitro (CIV) (Gongalves et al., 2007; Varago et al., 2008).

Os efeitos farmacoldgicos das prostaglandinas, progestadgenos e gonadotrofinas
(hormdnios luteinizante (LH) e foliculo estimulante (FSH)), assim como seus analogos,
na sincronizacdo do ciclo estral também tém sido constantemente avaliados, com a
finalidade de se otimizar a producdo de embrides. A sincronizacdo do ciclo estral tem
sido muito bem aplicada no preparo de receptoras de embrides produzidos in vitro
(Spell et al., 2001; BO et al., 2002). No entanto, segundo Martins (2014), existe uma
dificuldade de padronizacdo de protocolos em doadoras que refltam em uma maior
producé@o embrionaria.

A compreensdo da MIV dos odcitos, capacitagdo espermética, FIV e as
necessidades nutricionais dos gametas e embrides, bem como dos sistemas de cultivo
(Goncgalves et al.,, 2007), estdo entre os avancos cientificos que levaram a uma
producdo em escala comercial de embrides in vitro. A producdo comercial ganhou

destaque com a utilizacdo de sémen criopreservado e sexado (Pontes et al., 2010).



Esses avancos ndo ocorreram de maneira simultdanea, mas permitiram ao Brasil
chegar ao patamar de lider mundial na PIVE pelo terceiro ano consecutivo (IETS,
2013).

Entender as necessidades nutricionais dos gametas e embrides e a interacao
dos meios de cultivo com o sistema de cultivo contribuiu para determinar os efeitos in
vitro da adi¢cdo de aminoacidos, sais e proteinas (soro fetal bovino (SFB) ou albumina
sérica bovina (BSA)) nos meios de cultivo.

Uma importante contribuicéo foi a relacéo entre o sistema de cultivo in vitro com
as caracteristicas observadas, inerentes e relacionados a doadora, ao reprodutor, raca,
idade, patologias neonatais do bezerro PIVE e as influéncias da qualidade de odcitos e
embries sobre os indices de producéo da PIVE (Leeuw et al., 1998).

O ponto crucial da PIVE esta relacionado a baixa qualidade de odcitos e
embribes, que impedem melhores taxas de producdo embrionaria e gestacéo
(Lonergan et al., 1994; Enright et al., 2000).

A utilizacdo eficiente da criopreservacdo como biotecnologia de suporte para
conservacao do material genético e o aumento das taxas de producdo embrionaria na
PIVE depende da melhoria da qualidade de odcitos e embrides produzidos in vitro.

Os meios e os sistemas de cultivo sdo o principal alvo de estudos para melhorar
a qualidade embrionéria, que ao longo dos anos apresentaram resultados importantes
com os ajustes da regulacdo e tipos de fontes energéticas relacionadas a: a) cada fase
embrionaria (Takahashi e First, 1992), b) adicdo e os efeitos de aminoacidos
(Rosenkrans e First, 1994; Steeves e Gardner, 1999), c) regulacdo e reducao das
concentracfes do SFB (Nakao e Nakatsuji, 1990; Wang et al., 1997), d) interacao e
regulacdo do pH e osmolaridade dos meios de cultivo com o ambiente de CIV e
reducdo das concentracdes de oxigénio 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 embrionario, o ambiente de CIV apresenta caracteristicas de
toxicidade para o desenvolvimento de embrides in vitro, principalmente relacionado a

adicdo do aminoécido glutamina (Gardner e Lane, 1993).



Importante ao metabolismo e ao desenvolvimento embrionério, a glutamina nao
pode ser reduzida ou retirada dos meios de cultivo (Carney e Bavister, 1987; Christie e
Butler, 1994). Porém, devido a sua degradacdo espontanea em solu¢cbes aquosas,
como o meio de cultivo in vitro de embrides, ocorre o acumulo de compostos
amoniacos no meio de cultivo que sao téxicos ao desenvolvimento embrionario in vitro
(Roth et al., 1988; Gardner e Lane, 1993; Hashimoto et al., 2008).

Na busca por uma estabilidade do ambiente in vitro e reducédo da toxicidade,
surgiram pesquisas com a utilizacdo dos dipeptideos alanil-glutamina (Ala-gin) e glicil-
glutamina (Gly-gIn) que tiveram seus efeitos estudados na producdo de embrides in
vitro de diversas espécies como ratos, suinos 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, nao foram encontrados relatos que tinham
como objetivo da pesquisa avaliar os efeitos dos dipeptideos.

Com dipeptideos substituindo os aminoacidos glutamina, alanina e/ou glicina, foi
possivel reduzir os niveis de compostos amoniacos dos meios de cultivo in vitro (Tareq
et al., 2007), sendo que 0 aumento na contagem de células embrionarias foi o principal
parametro observado e corresponde a uma melhora na qualidade de embriées de ratos
(Summers et al., 2005). Os dipeptideos também foram associados a melhores taxas de
gestacdo em humanos (Stevanato, 2009).

O objetivo desta pesquisa é estudar os efeitos dos compostos estaveis alanil-
glutamina e glicil-glutamina em substituicdo aos aminoacidos glutamina, alanina e/ou
glicina na maturagédo in vitro de o00citos bovinos e no cultivo in vitro de embrides
bovinos, com a finalidade de se determinar os efeitos sobre a producéo e qualidade
dos embrides bovinos produzidos in vitro.

A hipotese desta pesquisa é que a utilizacdo de compostos estaveis como a
alanil-glutamina e glicil-glutamina, em substituicdo aos aminoacidos glutamina, alanina
e/ou glicina, promove um incremento na producdo e qualidade de embrides bovinos
produzidos in vitro, por causar reducdo da toxicidade do ambiente in vitro conhecida
pela producdo de amoniaco oriundo da instabilidade da glutamina nos meios de cultivo

in vitro.



CAPITULO 2

2 AMINOACIDOS E DIPEPTIDEOS EM MEIOS DE MATURAGCAO E CULTIVO NA
PRODUGCAO IN VITRO DE EMBRIOES — REVISAO DE LITERATURA

Biotécnicas da reproducdo tém sido utilizadas com a finalidade de acelerar o
melhoramento genético. No Brasil, observa-se que em aproximadamente 10% do
rebanho de fémeas se utiliza a inseminacgao artificial (IA) ou inseminacao artificial em
tempo fixo (IATF). Em 2013, a comercializacdo de doses de sémen atingiu valores
recordes, com 13 milhdes de doses comercializadas, e um crescimento de 5,54% em
relacdo a 2012 (ASBIA, 2013).

Desde 2002, observou-se um exponencial crescimento da aplicacdo da
producéo in vitro de embrides (PIVE) bovinos, tornando o Brasil maior produtor mundial
de embrides bovinos in vitro, ultrapassando a margem de 340 mil embrides (IETS,
2013). Em contrapartida, vem se observando uma reducéo na utilizagdo da técnica de
multipla ovulacdo e transferéncia de embrides (MOET) obtidos in vivo, principalmente
por conta dos custos envolvidos na aplicacdo da biotecnologia em comparacéo a PIVE.

A busca pela aceleracdo do melhoramento genético esta relacionada ao
interesse no melhor aproveitamento das areas de producdo de pecuaria e a
intensificacdo de ganhos por unidade de producéo, principalmente pela posicéo do pais
no mercado mundial de producédo de carne e leite.

A producdao in vitro de embrides bovinos ganhou destaque com a mudanca nos
paradigmas da sua utilizac&do, principalmente com o aproveitamento de biotecnologia
para a multiplicagdo de material genético e a aceleragdo do melhoramento, permitindo
aplicar a PIVE em rebanhos comerciais sem a necessidade de aquisi¢cao de doadoras
de alto potencial genético e pelo melhor aproveitamento da dose de sémen, induzindo
a aquisicdo de sémen de reprodutores de alto potencial genético e com valores mais
altos por dose.

Essa mudanca de paradigmas sé foi possivel com a redugdo dos custos do
processo e 0 aumento da eficiéncia na producado dos embrides, com a melhoria nas

taxas de producdo e qualidade embrionaria. Ainda hoje, observa-se um grande
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potencial para melhoria do processo, uma vez que as taxas de producdo embrionaria e
as taxas de prenhez de embrifes in vitro variam de zero até 50% (Gongalves et al.,
2007; Varago et al., 2008). Incrementos nos resultados do processo PIVE permitiram a
definitiva utilizacdo desta técnica em larga escala para a producdo de animais
comerciais.

A PIVE consiste de trés etapas: Maturagdo in vitro (MIV), periodo de cultivo do
o0cito até o estagio de metafase Il da meiose Il; Fertilizacdo in vitro (FIV), periodo de
cultivo com a unido de espermatozoides e odcitos maturados; Cultivo in vitro (CIV), que
consiste no periodo de cultivo para o desenvolvimento embrionario dos possiveis
zigotos até o estagio de blastocisto, no qual sdo transferidos para receptoras bovinas
(Varago et al., 2008).

Um grande marco histérico da PIVE, que permitiu atingir o potencial de producéo
embriondria atual, foi a adicdo de aminoacidos nos meios de cultivo utilizados na
producéo in vitro de embrides (Rosenkrans e First, 1994; Steeves e Gardner, 1999).
Entretanto, fatores negativos e positivos foram observados com a presenca dos
aminoacidos em meios de cultivo da PIVE, principalmente relacionado a toxicidade
oriunda de amoniacos 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 adaptacdo as condi¢des do cultivo in vitro durante os estagios de pre-
implantacdo, pode afetar as taxas de prenhez e do crescimento fetal. Portanto, &
importante entender o papel dos componentes do meio e identificar possiveis fontes de
estresse celular embrionario que afetam a funcéo e viabilidade fetal (Lane and Gadner,
2007).

A metaboldmica tem finalidade de estudar metabodlitos e a presenca de
compostos no meio de cultura que tenham capacidade de refletir um quadro fisiolégico
do embrido (Stevanato, 2009); por exemplo, através da anélise de consumo e producao
de aminoacidos e outros compostos (Leese et al., 1993). Os aminoacidos foram
relacionados com a producdo de compostos amoniacos em meios de cultivo,
principalmente a glutamina (Roth et al., 1988). Para resolver os efeitos deletérios dos
amoniacos e a toxicidade destes compostos para embrides in vitro, iniciou-se a

utilizacao de dipeptideos.



O objetivo desta revisdo bibliografica € compreender o estado da arte de
aminoacidos e dipeptideos e sua aplicacdo em meios de cultivo in vitro, efeitos
benéficos e prejudiciais na PIVE, a funcdo e o metabolismo no desenvolvimento
embrionéario, com o propésito de estabelecer parametros que justifiquem a substituicao
de aminoacidos por dipeptideos em meios de cultivo para a produgdo in vitro de

embrides.

2.1 AMINOACIDOS NOS MEIOS DE CULTIVO NA PRODUCAO IN VITRO DE
EMBRIOES

Meios de cultivo embrionario sdo compostos por fontes energéticas, proteicas,
aminoacidos, vitaminas e sais (Leese et al., 1993; Lane e Gardner, 2007), com fungéo
de atender a necessidade béasica e nutrir ou de prover a regulacdo e o metabolismo
celular. Em particular, os aminoacidos tém funcdes especificas e estdo envolvidos na
sintese de proteinas e metabolismo energético (reguladores e substratos), atuando
também na regulacdo osmotica e do pH (Lane e Gardner, 2007).

Os aminoacidos sdo compostos organicos e consistem em um carbono o central
com quatro ligacdes. Trés das ligacdbes do carbono o sdo comuns a todos os
aminoécidos, sendo a ligagdo com um &tomo de hidrogénio (H), um grupo carboxila
(COOH) e um grupo amina (H2N). A quarta ligacdo, ou cadeia lateral R, pode variar
desde um atomo de hidrogénio a anéis aromaticos (Nelson e Cox, 2011).

Os aminoacidos podem ser classificados em essenciais (EAA) e 0s néo
essenciais (NEA) (Quadro 1). EAA sdo aqueles que 0 organismo ndo consegue
sintetizar e, portanto, devem ser obtidos através da ingestdo de alimentos; NEA, os que
0 organismo consegue sintetizar, atendendo a necessidade metabdlica (Nelson e Cox,
2011).



Quadro 1: Grupos de aminoacidos essenciais e ndo essenciais.

Aminoacidos Valina, Treonina, Triptofano, Metionina, Fenilalanina, Lisina,
Essenciais Isoleucina e Leucina.
Aminoacidos Alanina, Asparagina, Acido aspartico, Cisteina, Acido

nao essenciais | glutdmico, Glutamina, Glicina, Prolina, Serina, Tirosina,

Histidina e Arginina.

Fonte: Nelson e Cox (2011).

A reserva proteica do odécito ou turnover proteico intracelular permite aos
embrides desenvolverem-se sem a presenca de aminoacidos em meios de cultivo; no
entanto, podem ocorrer alteragcdes no desenvolvimento. O turnover foi sugerido como
uma ferramenta de predilecdo para mensurar a capacidade de desenvolvimento
embrionario humano (Houghton et al., 2002), porém os beneficios para o
desenvolvimento embrionario com a presenca de aminoacidos nos meios de cultivo
sugerem sua aplicacao.

Os efeitos dos aminoacidos, estimulatorios e inibitorios, sobre o
desenvolvimento embrionario foram inicialmente identificados em outras espécies como
o0 hamster (Carney e Bavister, 1987).

Os embrides apresentam necessidades especificas para 0 consumo de
aminoacidos (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 estagio de blastocisto.

A chave do desenvolvimento embrionario in vitro esta relacionada ao periodo de
transicdo do genoma embrionario (transicAo materno zigoética), que ocorre
gradualmente até o estagio de oito células clivadas em bovinos. Este periodo
caracteriza-se pelo uso de reservas maternas oriundas do odcito antes da transicao e a
necessidade da ativacdo metabdlica, com a expressdo dos genes influenciados por
diversos fatores apds a ativagcdo do genoma embrionario (Van Der Valk et al., 2010;
Cagnone et al., 2012).

Esse processo € de fundamental importancia quando se estudam os efeitos de

substancias como os aminoacidos sobre o desenvolvimento embrionario. Evidéncias



mostram o piruvato como fonte de energia nas fases iniciais (antes da transicao
materno zigoética), a glicose (ap0s a transicdo materno zigética), e glicose e glutamina
na manutencao e formacgao da blastocele e expanséo dos blastocistos bovinos (Leese
e Barton, 1984; Rieger et al., 1992b).

A concentracdo dos aminoécidos no meio de cultivo in vitro e a espécie animal
foram considerados os fatores limitantes para se estudar os efeitos sobre o
desenvolvimento embrionario (Carney e Bavister, 1987). A concentracdo de
aminoécidos, devido ao efeito sobre o desenvolvimento embrionario, onde relatos
descrevem que alguns aminoacidos estimulavam e outros inibiam o desenvolvimento
dos embribes (Carney e Bavister, 1987; Gardner e Lane, 1993). E a espécie animal,
pelas diferencas encontradas entre as espécies quanto a necessidade da adicdo de
aminoacidos essenciais e nao essenciais especificos (Steeves e Gardner, 1999),
principalmente devidos aos diferentes efeitos de um mesmo aminoacido em diferentes
espécies (Lee e Fukui, 1996).

Outro fator considerado nos estudos é o estagio de desenvolvimento, refletindo
em tipos especificos de aminoacidos a serem produzidos e consumidos pelos embrides
(Rieger et al., 1992a; Booth et al., 2005).

Em meios de cultivo embrionario, os aminoacidos sdo comumente adicionados
na forma de solug¢édo concentrada, como o Basal Medium Eagle (BME), composto por
EAA e vitaminas do complexo B; e os NEA sdo encontrados no Minimum Essential
Medium (MEM).

A adicdo de EAA e NEA nos meios de cultivo de embribes mostrou um
incremento na produgéo de blastocistos em bovinos (Tiffin et al., 1991, Rosenkrans e
First, 1994; Steeves e Gardner, 1999),hamsters (Carney e Bavister, 1987), suinos
(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). Nao 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 nimero de células do blastocisto e
a viabilidade pés implantacéo (Lane e Gardner, 1997a).



De acordo com Lane e Gardner (1997b), os NEA em meios de cultivo de
embrides de ratos reduziram o tempo das primeiras clivagens e aumentaram a
proporcdo de embrides de oito células em comparagcdo com o0 meio sem aminoacidos.
Entre a fase de oito células até blastocistos, os NEA incrementaram as taxas de
blastocistos e eclosdo e os EAA aumentaram a contagem de células embrionéarias
(Lane e Gardner, 1997a). Posteriormente, as informacfes foram validadas para
embrides bovinos (Steeves e Gardner, 1999).

As diferencas encontradas na acdo dos EAA e NEA entre as espécies estdo
relacionadas as enzimas metabolicas proprias da espécie embrionaria (Rosenkrans e
First, 1994). Em embrides bovinos, o incremento na producao foi de aproximadamente
10% com uso de EAA e 8% de NEA (Rosenkrans e First, 1994).

Em resumo, entre os efeitos benéficos da adicdo de aminoacidos EAA e NEA
em meios de cultivo de embrifes bovinos, esta a reducédo do bloqueio embrionario no
estagio de oito células, incremento da taxa de blastocistos e 0 aumento da contagem
de células total, da massa celular interna (ICM) e do trofoblasto (TE) (Tiffin et al., 1991;
Steeves e Gardner, 1999).

Os aminoacidos participam de diversos processos relacionados ao metabolismo
embriondrio. Glutamina, alanina e glicina apresentam funcdes principais no
desenvolvimento embrionario, sendo os aminoacidos de maior concentragdo nos meios

de cultivo PIVE e de consumo e sintese pelos embrides.

2.1.1 Glutamina

A glutamina € um aminoacido nao essencial, cuja cadeia lateral R tem
caracteristica hidrofilica, dissolvendo-se facilmente em agua. E o aminoacido de maior
concentragdo nas células (Nelson e Cox, 2011).

O consumo da glutamina ocorre quando € convertida a glutamato e/ou a-
cetoglutarato para ser utilizada no ciclo do &cido tricarboxilico (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 aminoacido de grande importancia para o desenvolvimento

embrionario de hamster e rato. Estudos em embrides de diversas espécies como
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humanos (Devreker et al., 1998), suinos (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 formagé&o de blastocistos na presenca de glutamina.

No estudo de Carney e Bavister (1987), a presenca da glutamina aumentou
significativamente a producdo de blastocistos em comparacdo ao grupo controle sem
aminoacidos. Glutamina na concentracdo de 1 mM obteve acentuada producédo de
blastocisto e permitiu suportar o desenvolvimento embrionério reduzindo o nimero de
embries com bloqueio embrionario no estagio de oito células, diferentemente da
concentracdo de 0,1mM, onde a producdo de blastocistos foi significativamente
reduzida.

Embrides bovinos mostraram intenso consumo de glutamina nos estagios finais
de desenvolvimento (blastocistos), diferentemente do que foi observado nos estagios
iniciais (Rieger et al., 1992a; Li et al., 2006).

Efeito sinérgico com a utilizacdo de NEA associado a glutamina foi observado
estimulando o desenvolvimento embrionario nos estagios iniciais, auxiliando na
reducdo do bloqueio embrionario e aumento da producédo de blastocistos de ratos e
bovinos. No caso de NEA na auséncia de glutamina, houve reducéo 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 embrides bovinos com os 20 aminoacidos principais aumentou o
numero total de células embrionarias e a diferenciacdo celular trofoblasto (TE) e massa
celular interna (ICM).

O mecanismo de atuacdo da glutamina ndo esta totalmente elucidado, mas
evidéncias mostram sua participacado no ciclo de Krebs e no metabolismo da glicose
(Chatot et al., 1990; Tiffin et al., 1991), na osmorregulacéo (Steeves e Gardner, 1999),
na reducdo da peroxidacéo lipidica (Rieger, 1992), bem como, na sintese de purinas e

pirimidinas (Leese et al., 1993).

2.1.2 Alanina
A alanina pertence ao grupo dos NEA e tem como caracteristica principal uma

cadeia lateral hidrofébica, conferida por sua estrutura simples, que deriva da
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transferéncia de um grupo amina para o piruvato quando em sua sintese (Nelson e
Cox, 2011).

Alguns autores sugerem que a sintese constante de alanina, intensificada na
fase de compactacéo e formagéo da blastocele de embrides bovinos, tem como fungao
0 carreamento de amoniaco para o espaco extracelular (Lee e Fukui, 1996; Partridge e
Leese, 1996; Orsi e Leese, 2004; Humpherson et al., 2005). Além disso, € uma
evidéncia da auséncia do ciclo de uréia em embrides, sendo este um mecanismo
materno, com a absorcéo de ions amoniaco pelo endométrio uterino.

A associacdo de alanina e glicina nos meios de CIV apresentou sinergismo,
melhorando o desenvolvimento embrionario bovino (Lee e Fukui, 1996). Estes
aminoacidos séo secretados pelas células do oviduto em co-cultura, indicando que 0s
efeitos da co-cultura celular podem, em parte, ser devido a producdo dos aminoacidos

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 funcdo, a glicina apresenta alta capacidade osmorreguladora e
osmoprotetora celular, principalmente em meios de cultivo com alta osmolaridade (330
mOsm), permitindo o desenvolvimento embrionério (Moraveck et al., 2012). Embrides
humanos e de ratos possuem canais especificos de transporte da glicina, facilitando a
atividade osmorreguladora (Hammer et al., 2000). O consumo de glicina na fase de
compactacdo foi evidenciado por Li et al. (2006), relacionado a atividade
osmorreguladora na formagéo da blastocele.

Em meio quimicamente definido, utilizando 4&lcool polivinilico (PVA) em
substituicdo a BSA, no CIV de embrides bovinos, a glicina mostrou incremento
significativo o namero de células de blastocistos (Lee e Fukui, 1996); em suinos, a
glicina mostrou aumento do diametro e contagem de células, com reducao da apoptose

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

Compostos amoniacos sdo subprodutos oriundos do metabolismo celular ou da
degradacdo quimica ocorrida em aminoacidos especificos (glutamina) no meio de
cultivo (Gardner e Lane, 1993; Christie e Butler, 1994).

Gardner e Lane (1993) demonstraram que a producdo de amoniaco pelo
embrido € basal e que, na avaliagdo do meio de cultivo contendo aminoéacidos, os
valores da concentracdo de amoniaco aumentaram significativamente ap6s 96 horas
de CIV, indicando uma quebra espontanea de aminoacidos.

In vitro, a glutamina apresenta acentuada instabilidade em solu¢bes aquosas,
degradando-se espontaneamente em amoniaco e acido-2-pirrolidona-5-carboxilico, que
se acumulam no meio de cultivo onde estdo presentes 0s 00citos e embrides
(Summers et al., 2005). Os prejuizos sao observados pela estatica do cultivo in vitro,
onde os zigotos e embrides sao cultivados em microgotas (Gardner e Lane, 1993).

O acumulo do amoniaco no meio de cultivo tem dois fatores prejudiciais, quando
no cultivo de embrides bovinos: temperatura e durac¢édo da incubacéo.

Em bovinos, a temperatura de incubacao varia entre 38,5°C a 39,5°C (Varago et
al., 2008), exacerbando os efeitos da degradacédo da glutamina, encontrados também
no cultivo de embrides de camundongo e humanos a 37°C (Lane e Gardner, 2003;
Stevanato, 2009).

A duracdo do CIV também é outro fator a influenciar, uma vez que o periodo
para bovinos € de sete dias, diferente de outras espécies, aumentando linearmente o
acumulo de amoniaco (Gardner e Lane, 1993; Gongalves et al., 2007).

Como efeito do acumulo de amoniaco, Tareq et al. (2007) observaram reducao
da taxa de maturacéo de odcitos suinos.

No processo de FIV, em embrides de ratos, ndo foram encontradas evidéncias
gue mostram a interferéncia da glutamina nas taxas de fertilizacdo e implantacao,
retardo no desenvolvimento fetal ou desenvolvimento anormal de fetos (Summers et
al., 2005). Em suinos, houve reducdo da motilidade e reacdo acrossomal de

espermatozoides (Tareq et al., 2008).
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No CIV de ratos, observou-se a reducdo do numero de blastocistos e da
gualidade embrionaria, com a reducédo do total de células embrionarias (Gardner e
Lane, 1993). Também foram observadas alteracdes e retardo no desenvolvimento fetal,
expressao génica, consumo da glicose, regulacdo do pH celular e reducéo significativa
na viabilidade embrionaria e da capacidade de estabelecer prenhez (Lane e Gardner,
1998; Lane e Gardner, 2003; Sinawat et al., 2003). Em embrides de ratos, existe
divergéncia entre autores quanto a observacdo de alteragdes no desenvolvimento fetal
(Biggers et al., 2004b; Summers et al., 2005).

Apesar dos efeitos gerados, o desenvolvimento embrionario ndo € impedido pelo
acumulo de amoniaco, mesmo em altas concentracfes de glutamina. No entanto, a
qualidade embrionéria pode ser intensamente prejudicada, refletindo na producéo de
blastocistos e nos indices de prenhez (Gardner e Lane, 1993; Lane e Gardner, 2003).

Em humanos, baixos niveis de amoénia e glutamina no meio de cultura estédo
relacionados a maior ocorréncia de gestacéo (Stevanato, 2009).

A reducdo da concentracdo da glutamina ndo é uma alternativa devido a sua
importancia para o metabolismo celular, mas os efeitos negativos da acumulacdo de
amoniaco podem ser eficientemente reduzidos com a utilizacdo de dipeptideos 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 reducdo dos efeitos dos
compostos amoniacos (Gardner e Lane, 1993) e tem sido utilizada em laboratérios
comerciais de PIVE de bovinos. A utilizacdo dos dipeptideos pode ser uma ferramenta
complementar a realizagdo da troca parcial do meio CIV em praticas comerciais da

producdo de embrides in vitro.
2.3 DIPEPTIDEOS ALANIL-GLUTAMINA E GLICIL-GLUTAMINA

A utilizagdo da alanil-glutamina (Ala-gin) e glicil-glutamina (Gli-gIn) tem como
fundamento basico a redugdo de compostos amoniacos liberados pela glutamina.

Estudos mostram a aplicagcdo de dipeptideos nas etapas de MIV, FIV e CIV de
embrides de diferentes espécies como humanos (Stevanato, 2009), ratos (Summers et
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al., 2005), camundongos (Moraveck et al., 2012) e suinos (Tareq et al., 2007; Tareq et
al., 2008, Kim et al., 2013; Tareq et al., 2013).

Os dipeptideos Ala-gIn e Gli-gln sdo compostos estaveis em solu¢des aquosas e
a temperaturas superiores a 120°C (Eagle, 1955; Roth et al., 1988), permitindo a
reducdo dos niveis de compostos amoniacos liberados no meio de cultivo (Christie e
Butler, 1994). Segundo estes autores, a clivagem dos dipeptideos € dependente de
uma peptidase, extracelular, liberando os aminoéacidos para serem utilizados no
metabolismo celular gradativamente.

Em embrides, 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).

E importante salientar que existe a producéo de amoniaco mesmo na presenca
de dipeptideos, mas, em menores concentra¢des, tornando o ambiente de cultivo in
vitro menos toxico que quando se utiliza a glutamina no cultivo embrionario.

Na comparacdo entre os dipeptideos, a liberacdo de amoniaco foi maior na
utilizacdo de Ala-gIn, mostrando uma maior afinidade da enzima na hidrélise do Ala-gin
e menor para Gli-gln, exigindo maiores concentracdes de Gli-gin no meio de cultivo
(Christie e Butler, 1994). De acordo com os autores, na presenca da Ala-gin, a
producdo de amoniaco é influenciada pela presenca de SFB, comumente empregado
nos meios de cultivo de embrides e estd relacionado a atividade da peptidase,
acelerando processo de hidrélise, o que ndo ocorre na presenca da Gli-gin devido a

baixa afinidade.

2.3.1 Importancia na producéo e qualidade de embrides

Com as diferentes exigéncias de aminoacidos observados nas diferentes fases
embrionarias, Lane e Gardner (1997a) propuseram a avaliacdo ndo s6 das taxas de
desenvolvimento embrionario, mas de indicadores de viabilidade, como a contagem

total de células embrionérias e a proporcao da diferenciacédo celular TE e ICM.
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A diferenca na contagem total e na proporcao de TE e ICM de embrides in vitro
em relacdo aos obtidos in vivo foi significativamente diferente, sendo o numero total de
células superior em embrides produzidos in vivo (Iwasaki et al., 1990).

O aumento na contagem de células de embrides PIVE esta relacionado com a
utilizacdo do dipeptideo na fase de CIV e ndo tem relagdo com a utilizacdo do
dipeptideo na MIV. Segundo Kim et al. (2013), a contagem total de células de embrides
suinos partenogenéticos néo foi influenciada pela presenca de Ala-gin no meio de MIV,
mas foi superior (p<0,05) quando Ala-gIn foi utilizada no meio de CIV, mostrando que o

numero de células esta relacionado com o dipeptideo no CIV.

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

A maturacdo in vitro envolve dois processos, a maturacdo nuclear e a
citoplasmatica. A maturacao nuclear consiste na retomada e progressao da meiose até
o0 estagio de metafase Il da meiose Il e a extrusdo do primeiro corpusculo polar (Varago
et al., 2008). Uma vez retirado do fluido folicular, que contem inibidores da maturacéo,
a retomada e progressao da meiose ocorre independente das condi¢cdes ofertadas no
meio de cultivo (Goncalves et al., 2007). A maturacao citoplasmatica € um processo de
dificil avaliacdo e consiste basicamente na reorganizacdo das organelas
citoplasmaticas e na sintese de mMRNA (Gongalves et al., 2007).

A ocorréncia dos dois processos de maturacdo, nuclear e citoplasmatico,
permite ao odécito que, quando fecundado, tenha potencial para o desenvolvimento
embrionario (Gongalves et al., 2007; Varago et al.,, 2008) sendo a producdo de
blastocistos um fator fidedigno de avaliacdo indireta da maturagcéo oocitaria.

No estudo de Kim et al. (2013), utilizando odcitos suinos maturados em meios
contendo Ala-gln e glutamina, ativados por partenogénese, observou-se que a taxa de
clivagem em embrides com mais de oito células foi maior (p<0,05) no grupo Ala-gin
(33%) em comparacao ao grupo com glutamina (16,7%). N&o houve diferenca entre os
grupos na primeira clivagem, indicando que quando utilizado Ala-gin houve uma
melhora da competéncia dos od6citos pra prosseguir com o desenvolvimento
embrionario apds a primeira clivagem. No mesmo estudo, ndo houve diferenca

estatistica na taxa de maturacéo nuclear de odcitos suinos.
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Aumento nas taxas e aceleracdo da maturacdo de odcitos suinos foram
observados na presenca de dipeptideos em suinos por Tareq et al. (2007) e Tareq et
al. (2013).

Quando utilizados somente na MIV, os dipeptideos ndo apresentaram aumento
na taxa de blastocistos e contagem do numero de células em embrides suinos (Kim et
al., 2013).

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

Na FIV, ocorre o processo de capacitacdo espermatica e a unido do gameta
masculino e feminino. Os od4citos maturados sdo colocados junto aos espermatozoides
selecionados e em processo de capacitacdo para que ocorra a fertilizacdo in vitro.
Poucos relatos tratam da FIV com utilizacéo de dipeptideos.

Foi observado, em suinos, maior taxa de fertilizacdo monospérmica na presenca
de dipeptideos (Tareq et al., 2007) e aumento na taxa de reacdo acrossomal e a
aumento da motilidade espermética em meio de selecdo e capacitacdo espermatica,
tendo efeito sinérgico sobre a taxa de utilizagdo de glicose pelo espermatozoide (Tareq
et al., 2008).

A Gli-gIln, quando utilizada na FIV, favoreceu o desenvolvimento da ICM e
reduziu o nimero de nucleos picnéticos e fragmentados em blastocistos de ratos
(Summers et al., 2005).

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

O processo de cultivo in vitro é o periodo de desenvolvimento (pré-implantacéo)
do zigoto até o estagio de blastocisto. Compreende todas as clivagens, a primeira
diferenciacao celular (trofoblasto e embrioblasto), formacéo da blastocele e ruptura da
zona pellcida com a eclosdo embrionaria.

O aumento na taxa de blastocistos, eclosdo e contagem do nimero de células
do ICM e TE séo parametros relacionados a utilizacdo do dipeptideo Ala-gin no CIV. O
dipeptideo 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 suinos, foi observado aumento da taxa de desenvolvimento em todos os
estagios embrionarios utilizando dipeptideos associados na propor¢édo 1:1 com 2mM de
concentracéo (Tareq et al., 2013).

O unico dado encontrado (Hagemann et al., 1998) da aplicacdo de dipeptideos
no CIV de embrides bovinos trata do desenvolvimento de um sistema de cultivo
individual com utilizacdo de meio comercial (Glutamax-ll®) na substituicdo da
glutamina. Neste trabalho, ndo foram encontradas diferencas nos parametros de taxa
de blastocistos e numero de células. Os sistemas de cultivo individual poderiam ter
desfavorecido a avaliacdo do dipeptideo, uma vez que em sistemas individuais nao se
observa a interacao sinérgica de efeitos estimulatorios paracrinos no desenvolvimento

dos embrides.

2.3.5 Utilizac&o de dipeptideos Alanil-glutamina e glicil-glutamina na producéo in
vitro de embrides

As informacdes sobre os efeitos dos dipeptideos na promocdo da maturacao in
vitro de odcitos e no cultivo in vitro de embrides bovinos séo relativamente escassas. O
aumento do numero de células € o principal fator para a recomendacdo da utilizacao
dos dipeptideos, permitindo o incremento na taxa de prenhez de embrides PIVE por
melhorar a qualidade embrionéria in vitro.

A utilizacdo da Ala-gIin é recomendada por Kim et al. (2013) na MIV e CIV para
promover o0 aumento na contagem de células e melhorar a competéncia oocitaria para
o desenvolvimento embrionario.

Moraveck et al. (2012) mostram que outros dipeptideos como glicil-glicina e
alanil-glicina podem ser utilizados como osmorreguladores e osmoprotetores, no
entanto, menos eficientes que seus respectivos aminodacidos isolados, gerando um
guestionamento quanto a capacidade de transporte dos dipeptideos pelas células
embrionarias.

Em bubalinos, ovinos e caprinos ndao foram encontrados relatos utilizando
dipeptideos isolados ou associados na forma de Ala-gin e Gli-gin no MIV, FIV e CIV.
Para bovinos, o relato encontrado nédo tinha como objetivo a avaliagcado da aplicacao do

dipeptideo (Hagemann et al., 1998).

18



Extrapolando as informacg8es encontradas em outras espécies, a utilizacdo de
dipeptideos em embribes de ruminantes necessita de estudos completos, avaliando
todas as fases da PIVE, principalmente em bovinos por se tratar da espécie na qual a
biotecnologia estd mais desenvolvida e pela demanda do Brasil na producdo de

embrides in vitro bovinos.
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CAPITULO 3

3 DIPEPTIDEOS ALANIL-GLUTAMINA E GLICIL-GLUTAMINA NA MATURA(;AO DE
OOCITOS E CULTIVO DE EMBRIOES BOVINOS IN VITRO (Dipeptide alanyl-
glutamine and glycyl-glutamine on maturation of oocytes and culture of in vitro bovine

embryos)

RESUMO

Os dipeptideos alanil-glutamina (Ala-gIn) e Glicil-glutamina (Gli-gln) tém sido estudados
na producdo in vitro de embrides em substituicdo a glutamina em diversas espécies. Os
principais beneficios dos dipeptideos séo a reducao de compostos amoniacos no meio
de cultivo, aumento da producdo embrionaria e da contagem total de células e/ou da
massa celular interna. O objetivo desta pesquisa € estudar os efeitos dos compostos
estaveis alanil-glutamina e glicil-glutamina em substituicdo aos aminoacidos glutamina,
alanina e/ou glicina na maturacao in vitro (MIV) de oécitos e no cultivo in vitro (CIV) de
embrides bovinos, com a finalidade de se determinar os efeitos sobre a producéo e
qualidade dos embribes produzidos in vitro. O experimento 1 avaliou Ala-gin em
substituicdo a glutamina na MIV. O experimento 2 avaliou Gli-gin em substituicdo a
glutamina na MIV. Os experimentos 3 e 4 avaliaram duas diferentes concentragdes de
Ala-gIn e Gli-gIn associados na substituicdo da glutamina, alanina e glicina no CIV. No
experimento 5, foram preparados dois grupos tratados, sendo Ala-gin adicionado de
glicina e Gli-gln adicionado de alanina substituindo glutamina e alanina ou glicina. A
avaliacdo dos embrides foi realizada por meio da cinética de desenvolvimento in vitro
nos dias 3 (d3), 7 (d7) e 8 (d8) de CIV e da qualidade embrionaria, pela contagem total
de células. Nao houve diferencga (p>0,05) na taxa de clivagem entre os grupos tratados
e controle independente da etapa de aplicacdo (MIV ou CIV) dos dipeptideos. Ala-gin,
guando utilizado na MIV, aumentou (p<0,05) a taxa de blastocistos (d7) e o total de
embrides em d7 e d8, Gli-gIn néo diferiu (p>0,05) nos parametros avaliados em relacdo
ao controle. No CIV, quando Ala-gIin e Gli-gin foram utilizados associados em maior
concentracédo, houve uma reducédo (p<0,05) na taxa de blastocistos expandidos, total

de embrides (d7) e eclosdo embrionaria (d8). Quando os dipeptideos foram
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adicionados separadamente, com a adicdo do aminoacido alanina e/ou glicina de
acordo com o dipeptideo, observou-se reducdo do total de embribes em d7 e d8
(p<0,05) para ambos os grupos tratados em relacdo ao controle, e da eclosdo
embrionéria para Gli-gin adicionado de alanina em relacdo ao Ala-gln adicionado de
glicina e controle. Houve reducédo na contagem total de células quando os dipeptideos
foram aplicados associados no CIV, mas ndo quando os dipeptideos foram utilizados
separados nas etapas de MIV e CIV. Conclui-se que Ala-gin pode ser utilizado como
substituto da glutamina em meios MIV, aumentando a producdo embrionaria, sem
interferir na qualidade embrionaria, mas néo se recomenda a utilizacao dos dipeptideos

em conjunto ou isolados na etapa de CIV.

Palavras-chave: Alanil-glutamina. Glicil-glutamina. Odécitos. Embrifes in vitro.

ABSTRACT

The dipeptide alanyl-glutamine (Ala-GIn) and glycyl-glutamine (GIn-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-gin replacing glutamine in
IVM. The experiment 2, it was evaluated Gli-gin 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-gin added with glycine and the Gly-gin 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-gin 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-gin showed no differences in all parameters evaluated. In
IVC, when Ala-GIn and Gly-GIn 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-Gin
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-GIn 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 INTRODUCAO

O Brasil tem apresentado particular interesse na producéo in vitro de embrides
(PIVE) bovinos nos ultimos anos, com aproximadamente 350 mil embrides produzidos
em 2012 (IETS, 2013). A PIVE mostrou um intenso crescimento na Ultima década com
a producdo em larga escala e a otimizacdo da producéo através da criopreservacao e
utilizacdo do sémen sexado (Pontes et al., 2010).

Os aminoacidos tiveram importante contribuicdo no incremento das taxas da
PIVE e estdo associados a diferentes fases do desenvolvimento embrionario (Rieger et
al., 1992b). Entre os efeitos de aminoacidos essenciais e nao-essenciais estdo o
aumento das taxas das primeiras clivagens, producdo de blastocistos, ecloséo
embrionaria, contagem total de células e da proporcdo da massa celular interna (ICM)
em relacéo as 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 aminoacidos nao-essenciais estdo a glutamina, alanina e glicina. O

metabolismo da glutamina foi estudado em embrides de diversas espécies como
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humanos (Devreker et al., 1998), suinos (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 participacdo deste aminoacido no ciclo de Krebs e no
metabolismo da glicose (Chatot et al., 1990; Tiffin et al., 1991), na osmorregulacdo
(Steeves e Gardner, 1999), na reducédo da peroxidacao lipidica (Rieger, 1992) e na
sintese de purinas e pirimidinas (Leese et al.,, 1993). Associando a utilizacdo de
glutamina em meios de cultivo embrionario, h4 um aumento significativo na producao
de blastocistos, consequentemente reduzindo as taxas de embrides que nao se
desenvolvem in vitro (Carney e Bavister, 1987).

A associacdo da glutamina com outros aminoacidos nao-essenciais, como a
alanina e glicina, demonstrou efeito sinérgico, estimulando o desenvolvimento
embrionério inicial (Steeves e Gardner, 1999). Intenso consumo de glutamina foi
observado na fase de compactacdo e formacdo da blastocele, nas fases finais de
desenvolvimento pré-implantacional (Rieger et al., 1992a).

Em solugcbes aquosas e temperaturas superiores a 37°C ocorre a degradacao da
glutamina, em amoniaco e acido-2-pirrolidona-5-carboxilico (Summers et al., 2005). O
acumulo de amoniaco no meio de cultivo é prejudicial ao desenvolvimento embrionario
(Lane e Gardner, 2003; Tareq et al., 2007; Tareq et al., 2008). Este acumulo do
amoniaco € agravado com a estatica do cultivo in vitro e a temperatura elevada (38,5 a
39°C) utilizada para bovinos (Lane e Gardner, 2003; Varago et al., 2008; Stevanato,
2009).

Mecanismos de resposta metabdlica sdo observados, com a sintese constante
de alanina nas fases finais de desenvolvimento, sugerindo o envolvimento da alanina
na reciclagem de ions amoniacos gerados da degradacao da glutamina (Lee e Fukui,
1996; Partridge e Leese, 1996; Orsi e Leese, 2004; Humpherson et al., 2005). Alanina
apresenta sinergismo quando associado a glicina (Lee e Fukui, 1996), principalmente
pela atividade osmorreguladora destes aminoacidos, sendo a glicina significativamente
consumida durante a formacao da blastocele (Li et al.,2006).

Os dipeptideos foram sugeridos como alternativa no controle do acumulo de
amoniaco, sendo aplicados em substituicdo a glutamina (Christie e Butler, 1994). Os

dipeptideos sdo compostos estaveis a altas temperaturas (120°C), sendo clivados por
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peptidase extracelular liberando os aminoacidos gradativamente para o metabolismo
celular e, consequentemente, reduzindo os niveis de amoniaco livre no meio de cultivo
in vitro (Eagle, 1955; Roth et al., 1988; Christie e Butler, 1994).

Os dipeptideos alanil-glutamina (Ala-gin) e glicil-glutamina (Gli-gIn), entre outros,
foram avaliados na maturacéo in vitro (MIV), fertilizac&o in vitro (FIV) e cultivo in vitro
(CIV) de embribes de humanos (Stevanato, 2009), ratos (Summers et al., 2005),
camundongos (Moraveck et al., 2012) e suinos (Tareq et al., 2007; Tareq et al., 2008;
Kim et al.,, 2013; Tareq et al.,, 2013). Os resultados mostram reducdo dos niveis de
compostos amoniacos, melhora na competéncia oocitaria, aumento das taxas de
clivagem, maiores taxas de fertilizacdo monospérmica, aumento da reacao acrossomal
e motilidade espermética, aumento na producao de blastocistos, incremento na eclosao
embrionéria, contagem total de células, maior desenvolvimento da ICM e na proporcao
ICM e TE.

O objetivo desta pesquisa foi estudar os compostos estaveis alanil-glutamina e
glicil-glutamina em substituicdo aos aminoécidos glutamina, alanina e/ou glicina na
maturacao in vitro de odcitos e no cultivo in vitro de embrides bovinos, com a finalidade

de se determinar os efeitos sobre a producéo e qualidade dos embrides.

3.2 MATERIAIS E METODOS

Este projeto foi aprovado pelo Comité de ética no uso de animais — PUCPR sob

0 numero de registro 844/2013.

3.2.1 Recuperagéao de oocitos e maturagéo in vitro (MIV)

Os odcitos foram recuperados de ovarios de fémeas bovinas sem raca definida,
nao gestantes e com a presenca de corpo luteo em um dos ovarios, abatidas em
frigorifico comercial da Regido Metropolitana de Curitiba-PR. Os ovarios foram
transportados ao Laboratorio Experimental de Cultivo Celular pertencente ao Nucleo de
Tecnologia Celular - PUCPR, em garrafa térmica contendo solucao fisioldgica 0,9% em
temperatura de 33-37°C, com no maximo 2 horas de coleta. Aleatoriamente, 0s ovarios
foram contidos em gaze e o complexo cumulus-oécito (COCs) foi recuperado de
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foliculos de 3-8 mm de diametro, utilizando agulha 18 gauge acoplada a seringa de 10
mL. O conteudo da aspiracéo foi depositado em placas de petry de 60 mm.

Com auxilio de estereomicroscépio, oocitos de grau 1 e 2, segundo classificagdo
de Stojkovic et al. (2001) (Anexo I), foram selecionados e recuperados, utilizando
micropipetadores, e depositados em meio Sperm-TALP, composto por conjunto de sais
fisiologicos tamponado. Em seguida, os odcitos foram lavados em trés gotas de meio
de MIV para remocdo de debris celulares. Grupos de 25 a 30 odcitos/gota foram
transferidos para placa de MIV, formada em placas de petry de 35mm, sendo 7 gotas
de 80 pL de meio MIV por placa. Os odcitos foram maturados por 22-24 horas. Para
retirar a influéncia das fémeas sobre o processo, um namero minimo de 6 grupos de
odcitos foi submetido ao processo em cada grupo experimental.

O meio MIV é constituido 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 pg/mL (Sigma-Aldrich, USA), horménio foliculo
estimulante (FSH) 0,5 pg/ml (Folltropin®), horménio luteinizante (LH) 10 UI/mL
(Chorulon®), estradiol 1 pg/mL (Sigma-Aldrich, USA) e sulfato de amicacina 0,1 mg/mL

(Novamin®).

3.2.2 Selecéo espermatica

O gradiente de selecdo espermética foi formado utilizando-se como base o
gradiente comercial Bovipure (Nidacon International AB, Suécia), depositando-se em
eppendorf o volume de 400 pL de Bovipure e 400 yuL de de Bovipure e Sperm-TALP
homogenizado na proporcdo 1:1. O periodo de estabilizacdo da temperatura do
gradiente foi de 30 minutos antes da descongelacdo do sémen.

O sémen criopreservado foi descongelado em banho-maria a 35°C por 30
segundos. A palheta, apdés homogenizada, foi aberta e 0 sémen depositado lentamente
sobre o gradiente. A centrifugacdo ocorreu em microcentrifuga (Eppendorf, Alemanha)
por 12 minutos a 880 g. O sobrenadante foi descartado e o pellet formado foi diluido
em meio FIV. A dose inseminante foi de 10uL na concentragdao de

2x10%espermatozoides/mL.
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Foram utilizados dois reprodutores da raca Angus, selecionados por meio
deteste de producéo in vitro de embrides, utilizando o protocolo controle e tendo como
critério a taxa de producé@o embrionaria superior a 20%. O reprodutor A foi utilizado nos
experimentos onde o dipeptideo foi utilizado na MIV e o reprodutor B, em todos os

experimentos nos quais os dipeptideos foram utilizados no CIV.

3.2.3 Fertilizacao in vitro (FIV)

O meio FIV é constituido de Fert-TALP, formado por conjunto de sais
fisioldgicos, adicionado de 0,6 g/L de albumina sérica bovina livre de acidos graxos
(BSA-FAF), piruvato 22 pg/mL, PHE 440 pg/mL (Sigma-Aldrich, USA), heparina 10
Ul/mL e sulfato de amicacina 0,1 mg/mL (Novamin®).

As placas foram montadas seguindo o mesmo padrdao da MIV. Os
espermatozoides selecionados foram depositados nas gotas de FIV e incubados por 15
minutos. Na sequéncia, os odcitos foram retirados da placa de MIV, lavados (1X) em
meio FIV e transferidos para meio FIV na placa de fertilizacdo. A fertilizacdo 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
fisiologicos, 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 uL de meio CIV.

Os zigotos foram transferidos para uma gota de 100uL de meio FIV para
remocdo 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)
jaguetada a agua com pressdo de CO, a 5% em ar livre, umidade saturada e
temperatura de 38,7°C. Os meios de cultivo seguiram seus padrdes, 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 0leo 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 funcao
do feeding € reduzir a concentragdo de compostos téxicos presentes na gota onde

estdo condicionados os embrides.

3.2.5 Delineamento Experimental

A avaliagdo da substituicdo dos aminoacidos por dipeptideos (grupo tratado) na
comparacao com grupo controle (utilizando os aminoacidos isolados) foi realizada em
cinco experimentos, onde foram testadas diferentes concentracdes de Ala-gin e Gly-gin
em substituicdo a glutamina, glicina e/ou alanina. Em cada grupo (tratado e controle),
foram realizadas no minimo 6 repeticbes para cada experimento. Cada repeticao
consiste em um grupo de 25 a 30 odcitos maturados. O valor de (n) é a soma das
repeticoes.

Experimento 1- Em meio MIV, a glutamina, concentracdo de 0,06849 mM/mL,
foi substituida por peso molar equivalente do dipeptideo Alanil-glutamina (Sigma-
Aldrich, USA).

Experimento 2— Em meio MIV, a glutamina, concentracdo de 0,06849 mM/mL,
foi substituida por peso molar equivalente do dipeptideo Glicil-glutamina (Sigma-
Aldrich, USA).

Experimento 3— Em meio CIV, a glutamina, concentracado de 0,00034 mM/mL, a
alanina, 0,1 mM/mL e a glicina, 0,1mM/mL, foram substituidas por peso molar
equivalente dividido em valores iguais entre os dipeptideos Alanil-glutamina e Glicil-
glutamina (Sigma-Aldrich, USA).

Experimento 4— Em meio CIV, a glutamina, concentracdo de 0,00034 mM/mL, a
alanina, 0,1 mM/mL, e a glicina, 0,1mM/mL, foram substituidas por 0,6 mM de Alanil-
glutamina e 2 mM Glicil-glutamina (Sigma-Aldrich, USA).

Experimento 5— Em meio CIV, a glutamina, concentracéo de 0,00034 mM/mL, foi
substituida juntamente com a alanina, 0,1 mM/mL, ou glicina, 0,1mM/mL, formando 2
grupos tratados: a) Alanil-glutamina associado a glicina isolada e b) Glicil-glutamina
associado a alanina isolada (Sigma-Aldrich, USA).
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Os efeitos dos dipeptideos na MIV e CIV foram avaliados por meio de

parametros de cinética de desenvolvimento, producdo e qualidade de embrides in vitro.

3.2.6 Avaliacédo da cinética de desenvolvimento e producédo de embrides in vitro

A avaliacdo embrionaria foi realizada com auxilio de estereomicroscépio no
aumento de 200x. A avaliacéo foi realizada individualmente para cada grupo de zigotos
da placa de CIV. Tabelas auxiliares foram utilizadas para a anotacdo dos dados
experimentais. No dia 3 (d3) do CIV, zigotos com dois ou mais blastomeros foram
contados, formando a taxa de clivagem em relacdo ao numero inicial de zigotos. No dia
7 e 8 (d7 e d8) do CIV, o numero de embrides no estagio de blastocisto, blastocisto
expandido e blastocisto eclodido foram contados, sendo a soma dos trés estagios
embrionéarios correspondente ao total de embribes produzidos (Anexo Il). As taxas de
producdo embrionaria (clivagem, blastocisto, blastocisto expandido, blastocisto
eclodido e total de embries em d7 e o total de embrides em d8), sdo apresentadas em
porcentagem e foram calculadas em relacdo ao niamero de zigotos no d1 de CIV. No
dia 8 (d8), foi também calculada a taxa de eclosdo embrionaria, com base no ndmero

de embrides eclodidos em d8 em relacéo ao total de embrides em d7.

3.2.7 Avaliagéo da qualidade dos embrides

A avaliacdo da qualidade dos embrides foi realizada por meio da contagem total
de células de embrides eclodidos no d8 de CIV. Para a contagem total de células, os
embribes eclodidos foram transferidos para solugcdo permeabilizante de membrana
celular TBS-Triton 1x em gota de 100 uL por 5 minutos e, posteriormente, depositados
em gota de 60 uL de DAPI (Sigma-Aldrich, USA), corante de nucleo celular, na
concentracédo de 1 uL/mL por 10 minutos.

Todo o processo ocorreu em placa aquecida a 37°C e a manipulagdo com
auxilio de micropipetador e esteromicroscopio em luz minima. As laminas foram
montadas depositando-se as estruturas em gota de 10 uL de glicerol (Sigma-Aldrich,
USA), sob laminula. A leitura foi realizada em microscopio de fluorescéncia LEICA

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

de células por embriédo.

3.2.8 Analise estatistica

As taxas de producdo e a contagem total de células embrionarias foram
avaliadas utilizando a analise de variancia (ANOVA), com comparacao das médias pelo
teste de Duncan’s (Multiple Range Test), levando em consideracdo o numero de
médias envolvidas. Quando ndo se obteve homogenidade de variancia, a comparagao
das médias foi realizada pelo teste Bonferroni. Significancia estatistica € observada
com p<0,05. O software Statgraphics® Centurion XVI foi utilizado para a realizacdo das

analises estatisticas.
3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.3.1 Taxas de Clivagem
Na tabela 1 sédo apresentados os dados de clivagem no dia 3 (d3) dos

experimentos realizados. Nao foi encontrada diferenca estatistica (p>0,05) entre os

grupos tratados e 0s grupos controle em nenhum dos experimentos.
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Tabela 1: Porcentagem (%) média e desvio padrdo da taxa de clivagem, no dia 3 (d3) de cultivo in vitro.

- T
Experimento Grupo n Taxa de clivagem (%)
(média/desvio padrao)
Controle 181 67,02+10,93%
1-MIV
Ala-gIn 186 70,43+10,09°
Controle 285 67,99+12,23%
2-MIV , ]
Gli-gIn 339 69,13+10,91
Controle 245 79,42+10,63%
3-CIv _ )
Ala-gin e Gli-gIn 317 72,92+11,55
Py Controle 357 75,01+10,64%
Ala-gIn (0,6mM) e Gli-gIn (2mM) 352 77,37+7,12%
Controle 179 76,98+11,68%
5- CIV Ala-gln e glicina 188 69,63+6,43%
Gli-gIn e alanina 161 75,27+6,87°%

Letras diferentes na coluna entre os tratamentos de cada experimento indicam diferenca estatistica
(p<0,05).

n — ndmero de zigotos em d1

Taxa de clivagem (%) de zigotos com 22 células, calculada em relacdo ao nimero de zigotos (n).

As taxas de clivagens observadas sdo semelhantes as 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 Producéo embrionéria in vitro

Nas tabelas 2 e 3 sdo mostradas as médias e desvio padrdo em todos os
estagios embrionarios e a média do total de embrides dos experimentos para os dias 7
e 8 de ClV, respectivamente, para os experimentos 1 e 2 utilizando os dipeptideos na
etapa de MIV.

Com a substituicdo da glutamina por Ala-gin no meio MIV (experimento 1) foi
possivel observar diferencga estatistica (p<0,05) na média de blastocisto em d7 (Tabela
2) e o total de embribes em d7 e d8 em relacdo ao grupo controle (Tabela 2 e 3),

mostrando um efeito positivo do dipeptideo Ala-gln sobre a producdo de embrides in
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vitro bovino quando aplicado no meio MIV aumentando a producdo embrionaria em
mais de 10%. A utilizacdo do Gli-gin no meio MIV ndo mostrou diferenca estatistica

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

Tabela 2: Porcentagem (%) média e desvio padréo para producdo embrionaria no dia 7 (d7) de cultivo in

vitro, nos estagios de blastocistos, blastocistos expandidos, blastocistos eclodidos e total de embrides

bovinos utilizando dipeptideos na MIV.

Producgéo embrionaria no dia 7 (%)
(médiazxdesvio padréo)

Ex Grupo n
Blastocistos’ Blastocistos Blastocistos Total de
Expandidos®  Eclodidos® Embrides’
Controle 181  15,61+6,17% 5,05+5,94° 1,14+1,95% 21,82+11,34%
1-MIV
Ala-gin 186 25,09+7,05" 6,44+1,81°% 2,12+1,99% 33,66+6,79"
Controle 285 14,66+10,25°  1,73+2,55% 1,11+2,73% 17,51+10,90°
2 - MIV
Gli-gin 339 17,36+10,18"  3,54+3,02° 2,17+4,07° 23,08+9,98%

Letras diferentes na coluna entre os tratamentos de cada experimento indicam diferenca estatistica

(p<0,05).
n: nimero de zigotos em d1; Ex: Experimento; ‘Taxa de diferentes estagios embrionarios e total de
embrides calculada pelo namero de zigotos (n).

Tabela 3: Porcentagem (%) média e desvio padrdo para eclosdo embrionaria e total de embriées no dia

8 (d8) de cultivo in vitro utilizando dipeptideos na MIV.
Producdo embrionéria no dia 8 (%)

EX Grupo n (médiatdesvio padréo)
Eclos&o Embrionaria” Total de Embrides’
1MV Controle 181 42,24+32,93% 25,73+11,59%
Ala-gin 186 58,34+13,64% 36,41+5,11°
o MIV Controle 285 67,42+21,02% 26,30+13,53%
Gli-gln 339 76,05+21,17% 31,98+9,76%

Letras diferentes na coluna entre os tratamentos de cada experimento indicam diferenca estatistica
(p<0,05).

n: nimero de zigotos em d1; Ex: Experimento; ‘Taxa do total de embrides calculada pelo nimero de
zigotos (n); “Taxa de eclosdo embrionaria calculada pelo nimero total de embrides no dia 7 (tabela 2) de

cultivo in vitro.
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A maturacdo in vitro envolve dois processos, a maturacdo nuclear e a
citoplasmatica. A maturacao nuclear consiste na retomada e progressdo da meiose até
o0 estagio de metéafase Il (MIl) da meiose Il e a extrusdo do primeiro corpusculo polar. A
maturacgao citoplasméatica é um processo de dificil avaliacdo, consiste na reorganizacéo
das organelas citoplasmaticas e na sintese de mRNA (Kim et al., 2013). A ocorréncia
dos dois processos de maturacdo, nuclear e citoplasmatico, permite ao odécito que,
gquando fecundado, tenha potencial para o desenvolvimento embrionario, sendo a
producdo de blastocistos um fator fidedigno de avaliacdo indireta da maturacao
oocitaria.

Com os resultados encontrados, sugere-se que ocorreram alteracfes nas
atividades metabdlicas de oocitos e embrides. O crescimento embrionario in vitro foi
maior no estagio de blastocisto, com consequente aumento da producdo total de
embrides em d7 e d8 na presenca do Ala-gin na MIV; assim, levantou-se a hipétese de
um crescimento mais homogéneo dos embrides do sexo feminino em relacdo ao sexo
masculino ou um aumento da competéncia de o00citos. A propor¢cdo de sexos na
producdo de embrides é diretamente afetada na presenca de glutamina, uma vez que
seu metabolismo aumenta em aproximadamente um ter¢co a atividade da via da
pentose-fosfato, ligada ao cromossomo X (Tiffin et al., 1991). A utilizacdo do dipeptideo
poderia estar alterando a velocidade na qual a via € catalisada pela enzima glicose-6-
fosfato-desidrogenase (G6PD), desacelerando a captagcéo de glicose em embrides do
sexo feminino e permitindo um desenvolvimento mais acelerado, uma vez que na
presenca de glutamina ocorre o inverso (Rieger et al., 1992b).

O efeito observado na MIV dos od6citos bovinos tratados com Ala-gin esta
relacionado ao encontrado por Tareq et al. (2013), com incremento do numero de
odcitos suinos que atingiram a fase de MIl, divergindo de Kim et al. (2013) que nao
encontraram diferengas na taxa de odcitos suinos que atingiram a Mll, mas sugere que
o efeito do Ala-gIn esteja relacionado ao desenvolvimento do zigoto apés a transicao
materno zigotica. Ambos os autores concordam, encontrando maior numero de
embrides no estagio de blastocisto quando Ala-gIn foi aplicado no meio MIV em suinos,
gquando comparado ao grupo controle, como encontrado para bovinos neste estudo. A

reducdo do amoniaco poderia explicar os resultados encontrados no experimento 1,
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uma vez que, conforme proposto por Yuan e Krisher (2010), a producdo de amoniaco
na MIV teria efeitos prejudiciais a maturacdo nuclear, bem como o aumento da
captacdo de glicose observado em embrides suinos (Tareq et al., 2013).

Moraveck et al. (2012) sugerem que os dipeptideos teriam mecanismos
especificos de transporte celular, que associados a menor afinidade do Gli-gin pela
peptidase (Christie e Butler, 1994), responsavel por realizar a hidrélise extracelular
destas moléculas, poderiam explicar os resultados do experimento 2, necessitando
avaliar maiores concentrac¢des do Gli-gin na MIV.

As tabelas 4 e 5 apresentam as meédias e desvio padrdo em todos o0s estagios
embriondrios e a média do total de embrides dos experimentos para os dias 7 e 8 de
CIV, respectivamente, para os experimentos 3, 4 e 5 utilizando os dipeptideos na etapa
de CIV.

Os dados da aplicacdo de dipeptideos no CIV mostram que, quando associados,
os dipeptideos substituindo a glutamina, alanina e glicina por peso molar equivalente
(experimento 3) ndo apresentam efeitos sobre os parametros de desenvolvimento
embrionario avaliados, ndo havendo diferenca estatistica (p>0,05) em relacdo ao
controle utilizando os aminoacidos isolados (tabelas 4 e 5). No experimento 4, no
entanto, utilizando associadamente Ala-gin (0,6mM) e Gli-gin (2 mM), observou-se a
reducdo (p<0,05) em relagcédo ao controle no estagio de blastocisto expandido e no total
de embrides em d7 (Tabela 4) e da eclosdo embrionaria em d8 (Tabela 5).

O experimento 5, quando os dipeptideos foram aplicados separadamente nas
concentracbes calculadas pelo peso molar equivalente da substituicdo, ndo foram
observadas diferencas (p>0,05) entre 0s grupos para 0s estagios de blastocisto e
blastocisto expandido em d7. Os grupos tratados apresentaram menor média (p<0,05)
de blastocistos eclodidos em d7 em relagdo ao controle (Tabela 4). A produgéo
embrionéria total em d7 e d8 foi menor (p<0,05) nos grupos tratados em relacdo ao
grupo controle (Tabela 4 e 5). O grupo Gli-gln+alanina diferiu do controle e do Ala-

gin+glicina na eclosdo embrionaria em d8 (Tabela 5).
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Tabela 4: Porcentagem (%) média e desvio padrao para produgdo embrionaria no dia 7 (d7) de cultivo in
vitro, nos estagios de blastocistos, blastocistos expandidos, blastocistos eclodidos e total de embrides
bovinos utilizando dipeptideos no CIV.

Producgéo embrionaria no dia 7 (%)

Ex Grupo n (médiatdesvio padréao)
Blastocistos’ Blastocistos Blastocistos Total de

Expandidos  Eclodidos® Embrides’

3 CIV Controle 245 20,01+8,04% 9,63+5,65% 1,2+1,93° 30,84+9,96%
Ala-gin e Gli-gin 317  19,24+12,03*  7,52+6,71° 0,3+1,1° 27,07+13,96%

Controle 357 16,72+9,89% 10,0215,93b 1,71+4,352 28,464_r13,7b

4- CIV  Ala-gIn (0,6mM) a a a a

] 352 12,28+6,79 4,04+4,75 0,59+2,22 16,9249,14

e Gli-gln (2mM)

Controle 179  24,49+9,14° 4,99+4,31°  5,05+3,06" 34,54+7,72°

5- CIV A|a-g|n e g|icina 188 17,55i5,08a 3,68i5,23a 0,5211,39a 2:|.,77i7,68a
Gli-gine alanina 161  17.45%5,66° 6,24+3,17° 1,25+1,94° 24,95+6,02°

Letras diferentes na coluna entre os tratamentos de cada experimento indicam diferenca estatistica
(p<0,05).

n: ndmero de zigotos em d1; Ex: Experimento; Taxa de diferentes estagios embrionarios e total de
embrides calculada pelo niumero de zigotos (n).
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Tabela 5: Porcentagem (%) média e desvio padrao para eclosdo embriondria e total de embrides no dia

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

Producédo embrionéria no dia 8 (%)

Ex Grupo n (médiatdesvio padrao)
Eclosdo Embrionéria® Total de Embrides”
3 Clv Controle 245 54,88+19,79% 36,15+14,12°
Ala-gln e Gli-gin 317 43,44%35,87° 28,09+15,05%
Controle 357 55,93+13,26" 34,3+14,9°
4- CIV  Ala-gIn (0,6mM) a a
] 352 32,21+£30,21 28,91+14,21
e Gli-gln (2mM)
Controle 179 62,80+11,61° 41,23+11,59°
5-CIV  Ala-gin e glicina 188 62,48+23,52° 29,20+6,28%
Gli-gin e alanina 161 23,01+11,74°% 23,58+5,61°

Letras diferentes na coluna entre os tratamentos de cada experimento indicam diferenca estatistica
(p<0,05).

n: nimero de zigotos em d1; Ex: Experimento; Taxa do total de embrides calculada pelo nimero de
zigotos (n); *Taxa de eclosdo embrionaria calculada pelo nimero total de embriées no dia 7 (tabela 2) de
cultivo in vitro.

Os dados do experimento 3 e 4, divergem do observado em suinos, onde a
associacdo dos dipeptideos no CIV incrementou a taxa de blastocisto, reduziu a
concentragdo de amoniaco 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 néo corroboram com a hipétese levantada por Hagemann et
al. (1998) que, apos nado encontrarem diferenca (p>0,05) na producdo in vitro de
embrides bovinos utilizando um meio comercial, GlutaMax-l1I®, composto de Gli-gin,
sugeriram que a associacdo de Ala-gin e Gli-gin poderia melhorar a producédo
embrionaria.

Kim et al. (2013) observaram no CIV de embrides suinos que o Ala-gin, quando
aplicado no CIV, néo diferiu dos valores de producao total de embribes do grupo
controle utilizando glutamina, divergindo deste estudo. Apesar da menor producéo total

de embrides em d7 e d8 do grupo Ala-gin+glicina, o resultado semelhante (p>0,05)
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encontrado na eclosdo embrionaria de Ala-gin+glicina e do grupo controle pode estar
relacionado a atividade osmorreguladora da glicina, auxiliando na formacdo da
blastocele e expansdo do blastécito (Leese et al., 1993). O Gli-gIn foi associado ao
melhor desenvolvimento em embrides de rato (Biggers et al., 2004a; Summers et al.,
2005; Moraveck et al., 2012) e de suinos (Tareq et al.,, 2013), onde os autores
observaram que, quando aplicados Ala-gin e Gli-gIn no CIV separadamente, ambos os
dipeptideos apresentaram aumento (p<0,05) da taxa de blastocisto, divergindo dos
dados encontrados no experimento 5, onde a utilizacdo do Gli-gln+alanina reduziu a
producéo e eclosdo embrionaria.

Na avaliacdo do desenvolvimento embrionario foram considerados embrides os
estagios de blastocisto, blastocisto expandido e blastocisto eclodido. Na avaliacao
embrionéria, diferentes periodos e estagios embrionarios podem ser utilizados de
acordo com a proposta do estudo. Neste experimento, os parametros avaliados para
cinética de desenvolvimento embrionario (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 0s apresentados por
Moore e Bondioli (1993) uma vez que os autores contabilizaram mérulas na taxa final
de embrides.

Na taxa de eclosdo embrionéria (Tabela 3 e 5), os valores sdo semelhantes aos
encontrados por outros autores em embrides bovinos (Tiffin et al., 1991; Zhang et al.,
1995; Hagemann et al., 1998).

3.3.3 Qualidade embrionéria

Os dados da avaliacédo de qualidade embrionaria sdo apresentados na tabela 6
para todos os experimentos realizados.

N&o se observou diferenca (p>0,05) do grupo tratado em relagéo ao controle nos
experimentos 1 e 2, quando os dipeptideos foram utilizados na MIV.

Quando associados no CIV, independente da concentragéo (experimentos 3 e
4), os dipeptideos Ala-gin e Gli-gin levam a reducdo (p<0,05) da contagem total de
células. Quando aplicados isoladamente (experimento 5) no CIV, os grupos Ala-

gln+glicina e Gli-gin+alanina néo diferem (p>0,05) do grupo controle.
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Tabela 6: Média e desvio padréo para contagem total de células de embriées eclodidos no dia 8 (d8) de

cultivo in vitro.

Contagem total de células

Experimento Grupo n
(médiatdesvio padréao)
Controle 21 277,28+51,22°
1-MIV .
Ala-gIn 30 259,9+66,89
2 - MIV Controle 32 245,56+66,13°
Gli-gIn 52 224,63+63,49°
Controle 35 190,42+51,25°
3-CIV _ .
Ala-gin e Gli-gIn 28 146,82+28,05
Controle 52 237,05+64,10"
4-Clv Ala-gin (0,6mM) e Gli-gin
22 162,22+45,16%
(2mM)
Controle 35 224,22+51,72°
5-Clv Ala-gin e glicina 26 213,0+44,49%
Gli-gIn e alanina 9 207,11+70,94%

Letras diferentes na coluna entre os tratamentos de cada experimento indicam diferenca estatistica
(p<0,05).
n: nimero de embrides no estagio de blastocisto eclodido com contagem total de células.

A associacdo dos dipeptideos no CIV foi prejudicial a qualidade embrionaria,
reduzindo o numero 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 utlizacdo dos dipeptideos associados, uma vez que se desconhece estes
mecanismos. Os autores ainda levantam a hip6tese de que 0s mecanismos de
transporte poderiam ser diferentes de acordo com a espécie e estagio de
desenvolvimento embrionario.

Os dados de contagem de células do experimento 3 e 4 divergem do observado
em suinos, onde a associacdo dos dipeptideos no CIV aumentou a contagem total de
células (Tareq et al., 2013).
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Assim como para producdo embrionaria, os dados apresentados mostram que a
associacdo dos dipeptideos reduziu (p<0,05) a contagem total de células, néo
corroborando com a hipétese levantada por Hagemann et al. (1998) de uma possivel
melhora na qualidade embrionaria.

Tareq et al. (2013) observaram que, quando aplicados Ala-gin e Gli-gin no CIV
separadamente, ambos os dipeptideos apresentaram aumento (p<0,05) da contagem
total de células em relacdo ao controle; no entanto, os dados do experimento 5
mostram que no cultivo de embrides bovinos ndo houve diferenca em relagcdo ao

controle.

3.4 CONCLUSAO

A substituicdo da glutamina por Ala-gin no meio MIV aumentou a taxa de
blastocistos em d7 e o total de embrides produzidos em d7 e d8, sem alteracdo na
contagem total de células.

N&o houve alteragdo em nenhum dos parametros avaliados quando Gli-gIn foi
utilizado na MIV.

A utilizac&o dos dipeptideos Ala-gIn e Gli-gin associados em meio CIV reduziu a
taxa de blastocistos expandidos em d7 e de eclosdo embrionaria em d8 em
concentracfes maiores, e a contagem total de células independente da concentracao
utilizada.

Quando os dipeptideos foram aplicados separadamente no CIV adicionados de
alanina e/ou glicina, reduziram a producdo embrionaria em d7 e d8, e ecloséo
embrionéaria para Gli-gin adicionado de alanina, ndo havendo diferengcas na qualidade

embrionaria.
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CAPITULO 4

4 CONSIDERACOES FINAIS

O Brasil demonstra a importancia da PIVE por sua lideranca mundial na
producdo de embrides in vitro e, principalmente, por estar entre 0os maiores produtores
mundiais de carne e leite, bem como entre os maiores exportadores de produtos
pecuarios. Sendo referéncia, € importante que constantes avancos e contribuicfes
cientificas sejam gerados, agregando ao pais maior visibilidade frente a outros paises
em um dos marcos historicos de nossa producao cientifica na area de biotecnologia da
reproducao animal.

Pode-se observar ao longo da revisdo e dos dados apresentados que a
aplicacdo de dipeptideos € bem sucedida na producéo in vitro de embrides bovinos,
bem como de outras diversas espécies, necessitando, porém, estudos que gerem
contribuicdbes quanto as modificacbes metabdlicas ocorridas na presenca de
dipeptideos.

Os dados dos experimentos mostram um aumento na producdo de embrides in
vitro, maior que 10%, quando Ala-gIn foi utilizado na MIV. Estes dados sustentam a
hipotese de que a utilizacdo dos dipeptideos em substituicdo aos aminoacidos
glutamina, alanina e glicina melhora a producdo embrionéria.

Os dados de qualidade embrionaria mostram que, independente da etapa da
PIVE, os dipeptideos quando isolados néo influenciam na qualidade dos embribes
produzidos e, quando associados os dipeptideos no CIV, como sugerido por
Hagemann et al. (1998), prejudicam a qualidade embrionaria, levando a queda da
contagem de células embrionérias e, em maiores concentrac¢des, a reducdo da eclosdo
embrionaria in vitro. Os dados rejeitam a hipotese inicial de que os dipeptideos
melhoram a qualidade embrionaria, mas levantam a hipdtese de que a influéncia dos
dipeptideos esteja relacionada a melhor proporcédo de células da ICM e TE como
observado em ratos.

Em trabalhos futuros, a hipétese de melhoria na competéncia oocitaria e de

desaceleracdo do crescimento embrionario sera testada através da selecédo de oocitos
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pelo teste de azul cresil brilhante ligado a atividade da G6PD nos odcitos, respondendo
guanto a conexdo da atividade desta enzima na maturacdo dos o0citos e associada a
sexagem dos embrides por PCR em tempo real para verificar a propor¢cao de
macho:fémea.

Alguns autores sugerem a participacdo da glutamina sobre alteracbes no
desenvolvimento fetal. Uma das caracteristicas do dipeptideo € a aceleracdo na
atividade de degradagéo quando em presenca de SFB; sendo assim, sugere-se teste
com a reducao ou total exclusdo das concentracées de SFB, com a transferéncia dos
embribes, com o0 objetivo de se estudar a reducdo dos efeitos teratogénicos
observados em bezerros nascidos através da PIVE, utilizando meios de cultivo in vitro
definido (na auséncia de proteinas de origem animal) ou semi-definido (utilizando
somente BSA).

A continuidade da proposta também prevé a utilizacdo dos dipeptideos na etapa
de FIV, bem como nas fases de MIV, FIV e CIV associadamente.

Em relagdo a qualidade embrionéria, sugere-se a utilizacdo da técnica de
diferenciacdo de ICM e TE, afim de se avaliar a propor¢céo das células e determinar os

efeitos dos dipeptideos sobre a propor¢cédo ICM e TE.

40



REFERENCIAS

ASBIA — Associagdo Brasileira de Inseminacao Artificial [Internet]. Index ASBIA —
Importacdo, Exportagdo e comercializacdo de sémen. 2014 [citado em 26 de Outubro

2014]. Disponivel em: http://www.asbia.org.br/novo/relatorios/ .

Biggers JD, McGinnis LK, Lawitts JA. Enhanced effect of glycyl-L-glutamine on mouse
preimplantation embryos in vitro. Reproductive BioMedicine Online. 2004a; 9: 59-69.

Biggers JD, McGinnis LK, Raffin M. Amino acids and preimplantation development of
the mouse in protein-free potassium simplex optimized medium. Biology of
Reproduction. 2000; 63: 281-293.

Biggers JD,McGinnis LK, Summers MC Discrepancies between the effects of glutamine
in cultures of preimplantation mouse embryos. Reproductive BioMedicine Online.
2004b; 9: 70-73.

Binelli M, Portela VM, Murphy BD. Dinamica ovariana e eficiéncia reprodutiva: Estado

da arte. Revista Brasileira de Reproducao Animal. 2009; 6: 134-139.

Bo6 GA, Baruselli PS, Moreno D, Cutaia L, Caccia M, Tribulo R, Tribulo H, Mapletoft RJ.
The controlof follicular wave development for self-appointed embryo transfer programs
in cattle. Theriogenology. 2002; 57: 53-72.

Booth PJ, Humpherson PG, Watson TJ, Leese HJ. Amino acid depletion and
appearance during porcine preimplantation embryo development in vitro. Reproduction.
2005; 130: 655-658.

Cagnone GLM, Dufort I, Vigneault C, Sirard MA. Differential gene expression profile in
bovine blastocysts resulting from hyperglycemia exposure during early cleavage stages.
Biology of Reproduction. 2012; 86: 1-12.

41


http://www.asbia.org.br/novo/relatorios/

Carney EW, Bavister BD. Stimulatory and inhibitory effects of amino acids on the
development of hamster eight-cell embryos in vitro.Journal In vitro. Fertilisation and
Embryo Transfer. 1987, 4:162-167.

Chatot CL, Tasca RJ, Ziomek CA. Glutamine uptake and utilizantion by preimplantation

mouse embryos in CZB medium. Journal Reproduction and Fertility. 1990; 89: 335-346.

Chatot CL, Ziomek CA, Bavister BD. An improved culture medium supports
development of random-bred 1-cell mouse embryos in vitro. Journal Reproduction and
Fertility. 1989; 86: 679-688.

Christie A, Butler M. Glutamine-based dipeptides are utilized in mammalian cell culture
by extracellular hydrolysis catalyzed by a specific peptidase. Journal of Biotechnology.
1994; 37: 277-290.

Devreker F, Hardy K, Van den Bergh M, Vannin AS, Emiliani S, Englert Y. Amino acids
promote human blastocyst development in vitro. Human Reproduction. 2001; 16: 749-
756.

Devreker MDF, Robert ML, Winston RML, Hardy K. Glutamine improves human
preimplantation development in vitro. Fertility and Sterility. 1998; 69: 293-299.

Donnay I, Langendonckt AV, Grisart AB, Vansteenbrugge A, Massip A, Dessy F. Effects
of co-culture and embryo number on the in vitro development of bovine embryos.

Theriogenology. 1997; 47: 1549-1561.

Eagle H. Utilization of dipeptides by mammalian cell in tissue culture. Proceedings of
the Society for Experimental Biology and Medicine. 1955; 89: 96-99.

42



Enright BP, Lonergan P, Dinnyes A, Fair T, Ward FA, Yang X, Boland MP. Culture of in
vitro produced bovine zygotes in vitro vs in vivo: Implications for early embryo

development and quality. Theriogenology. 2000; 54: 659-673.

Fujiwara H, Higuchi T, Sato Y, Nishioka Y, Zeng B, Yoshioka S, Tatsumi K, Ueda M,
Maeda M. Regulation of human extravillous trophoblast function by membrane-bound
peptidases. Biochimica et Biophysica Acta. 2005; 1751: 26-32.

Fujiwara H. Membrane-bound peptidases regulate human extravillous trophoblast
invasion. Placenta. 2007; 21: S70-S75.

Gardner DK, Lane M. Amino acids and ammonium regulate mouse embryo

development in culture. Biology of Reproduction. 1993; 48: 377-385.

Gardner DK, Lane M. Alleviation of the ‘2-cell block’ and development to the blastocyst
of CF1 mouse embryos: role of amino acids, EDTA and physical parameters. Human
Reproduction. 1996; 11: 2703-2712.

Goncalves PBD, Barreta MH, Sandri LR, Ferreira R, Antoniazzi, AQ. Producéo in vitro
de embrides bovinos: o estado da arte. Revista Brasileira de Reprodugdo Animal. 2007,
31:212-217.

Goto K, Kajihara Y, Kosaka S, Koba M, Nakanishi Y, Ogawa K. Pregnancies after co-
culture of cumulus cells with bovine embryos derived from in-vitro fertilization of in-vitro

matured follicular oocytes. Journal Reproduction and Fertility. 1988; 83: 753-758.
Hagemann LJ, Weilert LL, Beaumont SE, Tervit R. Development of bovine Embryos in

Single In vitro production (sIVP) systems. Molecular Reproduction and Development.
1998; 51: 143-147.

43



Hammer MA, Kolajova M, Léveillé MC, Claman P, Baltz JM. Glycine transport by single

human and mouse embryos. Human Reproduction. 2000; 2: 419-426.

Hashimoto S, Nishihara T, Murata Y, Oku H, Nakaoka Y, Fukuda A, Morimoto Y.
Medium whitout ammonium accumulation supports the developmental competence of

human embryos. Journal of reproduction and development. 2008; 54: 370-374.

Houghton FD, Hawkhead JA, Humpherson PG, Hogg JE, Balen AH, Rutherford AJ,
Leese HJ. Non-invasive amino acid turnover predicts human developmental capacity.
Human Reproduction. 2002; 17: 999-1005.

Humpherson PG, Leese HJ, Sturmey RG. Amino acids metabolism of the porcine
blastocyst. Theriogenology. 2005; 64: 1852-1866.

IETS - International Embryo Transfer Society.2012 Statistics of embryo colletion and
transfer in domestic farm animals. Embryo Transfer Newsletter — IETS. 2013, 31: 24-46.

lwasaki S, Yoshiba N, Ushimijima H, Watanabe S, Nakahara T. Morphology and
proportion of inner cell mass of bovine blastocysts fertilized in vitro and in vivo. Journal
of Reproduction and Fertility. 1990; 90: 279-284.

Kim SJ, Koo OJ, Kwon DK, Kang JT, Park SJ, Gomez MN, Atikuzzaman M, Jang G,
Lee B-C. Replacement of glutamine with the dipeptide derivative alanyl-glutamine
enhances in vitro maturation of porcine oocytes and development of embryos. Zygote.
2013; 22: 286-289.

Lane M, Gardner DK. Differential regulation of mouse embryo development and viability
by amino acids. Journal of Reproduction and Fertility. 1997a; 109: 153-164.

44



Lane M, Gardner DK. Non essential amino acids and glutamine decrease the time of
the first three cleavage divisions and increase compaction of mouse zygotes in vitro.
Journal of Assisted Reproduction and Genetics. 1997b; 14:398-403.

Lane M, Gardner DK. Amino acids and vitamins prevent culture-induced metabolic
perturbations and associated loss of viability of mouse blastocysts. Human
Reproduction. 1998; 13: 991-997.

Lane M, Gardner DK. Ammonium induces aberrant blastocyst differentiation,
metabolism, pH regulation, gene expression and subsequently alters fetal development
in the mouse. Biology of Reproduction. 2003; 69: 1109-1117.

Lane M, Gardner DK. Embryo culture medium: which is the best?. Best Practice e
Research Clinical Obstretrics Gynaecology. 2007; 21: 83-100.

Lee ES, Fukui Y. Synergistic effect of alanine and glycine on bovine embryos cultured in
a chemically defined medium and amino acid uptake by in vitro-produced bovine

morulae and blastocysts. Biology of reproduction. 1996; 55: 1383-1389.

Leese HJ, Barton AM. Pyruvate and glucose uptake by mouse ova and preimplantation

embryos.Journal of Reproduction and Fertility. 1984; 72: 9-13.

Leese HJ, Conaghan J, Martin KL, Hardy K. Early human embryo metabolism.
Bioessays. 1993; 15: 259-264.

Leeuw AMW, Aerts, BJG, Daas JHG. Abnormal offspring following in vitro production of
bovine preimplantation embryos: A field study. Theriogenology. 1998; 49: 883-894.

Li R, Wen L, Wang S, Bou S. Development, freezability and amino acid consumption of
bovine embryos cultured in synthetic oviductal fluid (SOF) medium containing amino

acids at oviductal or uterine-fluid concentrations. Theriogenology. 2006; 66: 404-414.

45



Lonergan P, Monaghan P, Rizos D, Boland MP, Gordon |. Effect of follicle size on
bovine oocyte quality and developmental competence following maturation, fertilization,
and culture in vitro. Molecular Reproduction and Development. 1994; 37: 48-53.

Marinho LSR, Untura RM, Morotti F, Moino LL, Rigo AG, Sanches BV, Pontes JHF,
Seneda MM. Large-scale programs for recipients of in vitro-produced embryos. Animal
Reproduction. 2012; 9:323-328.

Martins GHL. Efeito da estimulacdo ovariana com o0 uso de FSH sobre a taxa de
recuperacdo ovocitaria e producao in vitro de embribes da raca Sindi (Dissertacdo de
Mestrado). Brasilia, DF: Universidade de Brasilia; 2014.

Meyen BA, Rosenkrans CF, Davis DL. Development of pig blastocysts in vitro is altered
by serum, bovine serum albumin and amino acids and vitamins. Theriogenology. 1989;
31: 463-471.

Mito T, Yoshioka K, Yamashita S, Suzuki C, Noguchi M, Hoshi H. Glucose and glycine
synergistically enhance the in vitro development of porcine blastocysts in a chemically
defined medium. Reproduction, Fertility and Development. 2011; 24: 443-450.

Moore K, Bondioli KR. Glycine and alanine supplementation of culture medium
enhances development of in vitro matured and fertilized cattle embryos. Biology of
Reproduction. 1993; 48:833-840.

Moraveck M, Fisseha S, Swain JE. Dipeptide forms of glycine support mouse

preimplantation embryo development in vitro and provide protection agins high media
osmalality. Journal of Assisted Reproduction and Genetics. 2012; 29: 283-290.

46



Nakao H, Nakatsuji N. Effects of co-culture, medium components and gas phase on in
vitro culture of in vitro matured and in vitro fertilized bovine embryos. Theriogenology.
1990; 33: 591-600.

Nelson, D. L.; Cox, M. M. Principios de Bioquimica de Lehninger. Ed. Artmed, Porto
Alegre, 2011.

Orsi NM, Leese HJ. Amino acid metabolismo of preimplantation bovine embryos
cultured with bovine serum albumin or polyvinyl alcohol. Theriogenology. 2004; 61: 561-
572.

Partridge RJ, Leese HJ. Consumption of amino acids by bovine preimplantation

embryos. Reproduction, Fertility and Development. 1996; 8:945-950.

Petters RM, Johnson BH, Reed ML, Archibong AE. Glucose, glutamine and inorganic
phosphate in early development of the pig embryo in vitro. Journal Reproduction and
Fertility. 1990; 89: 269-275.

Pontes JHF, Silva KCF, Basso AC, Rigo AG, Ferreira CR, Santos GMG, Sanches BV,
Porcionato JPF, Vieira PHS, Faifer FS, Sterza FAM, Schenk JL, Seneda MM. Large-
scale in vitro embryo production and pregnancy rates from Bos taurus, Bos indicus, and

indicus-taurus dairy cows using sexed sperm. Theriogenology. 2010, 74:1349-1355.

Rieger D, Loskutoff NM, Betteridge KJ. Developmentally related chages in the uptake
and metabolism of glucose, glutamine and pyruvate by cattle embryos produced in vitro.
Reproduction, Fertility and Development. 1992a; 4: 547-557.

Rieger D, Loskutoff NM, Betteridge KJ. Developmentally related changes in the

metabolism of glucose and glutamine by cattle embryos produced and co-cultured in
vitro. Journal Reproduction and Fertility. 1992b; 95: 585-595.

47



Rieger D. Relationships between energy metabolism and development of early

mammalian embryos. Theriogenology. 1992; 37: 75-93.

Rosenkrans Jr CF, First NL. Effect of free amino acids and vitamins on cleavage and
developmental rate of bovine zygotes in vitro. Journal Animal Science. 1994; 72: 434-
437.

Roth E, Ollenschlager G, Hamilton G, Simmel A, Langer K, Fekl W, Jakesz R. Influence
of two glutamine-containing dipeptides on growth of mammalian cells. In Vitro Cellular e
Developmental Biology. 1988; 24: 696-698.

Sinawat S, Hsaio W, Flockhart JH, Kaufman MH, Keith J, West JD. Fetal abnormalities
produced after preimplantation exposure of mouse embryos to ammonium chloride.
Human Reproduction. 2003; 18: 2157-2165.

Spell AR, Beal WE, Corah LR, Lamb GC. Evaluating recipient and embryo factors that
affect pregnancy rates of embryo transfer in beef cattle. Theriogenology. 2001; 56: 287-
297.

Steeves TE, Gardner DK. Temporal and differential effects of amino acids on bovine

embryo development in culture. Biology of Reproduction. 1999, 61: 731-740.

Stevanato J. Anélise da variacdo da concentracao de amonia, dos aminoacidos alanina
e glutamina e do dipeptideos alanil-glutamina no meio de cultura de embriées humanos
e os efeitos na reproducao (Tese de Doutorado). S&o Paulo, SP: Universidade Federal
de Sé&o Paulo; 2009.

Stojkovic M, Machado SA, Stojkovic P, Zakhartchenko V, Hutzler P, Goncalves PB,

Wolfi E. Mitochondrial distribuition and adenosine triphosphate contento f bovine
oocytes before and after in vitro maturation: Correlation with morphological criteria and

48



development capacity after in vitro fertilization and culture. Biology of Reproduction.
2001; 64: 904-909.

Summers MC, McGinnis LKM, Lawitts JA, Biggers JD. Mouse embryo development
following IVF in media containing either L-glutamine or glycyl-L-glutamine. Humam
Reproduction. 2005; 20: 1364-1371.

Swain JE, Bormann CL, Clark SG, Walters EM, Wheller MB, Krisher RL. Use of energy
substrates by various stage preimplantation pig embryos produced in vivo and in vitro.
Reproduction. 2002; 123: 253-260.

Takahashi Y, First NL. In vitro development of bovine one-cell embryos: influence of
glucose, lactate, pyruvate, amino acids and vitamins. Theriogenology. 1992; 37:963—
978.

Tareq KMA, Akter QS, Tsujii H, Khandoker MAMY, Choi |. Effect of dipeptides on the in
vitro maturation, fertilization and subsequent embryonic development of porcine

oocytes. Asian-Australians Journal of Animal Science. 2013; 26: 501-508.

Tareq KMA, Hossain MDS, Akter QS, Sawada T, Afrose S, Hamano K, Tsujii H. Effect
of amino acids and dipeptides on the acrossome reaction and accumulation of ammonia

in porcine spermatozoa. Reproductive Medicine and Biology. 2008; 7: 123-131.

Tareq KMA, Miah AG, Salma U, Yoshida M, Tsujii H. Effect of amino acids and
dipeptides on accumulation of ammonia in the medium during in vitro maturation and

fertilization of porcine oocytes. Reproductive Medicine and Biology. 2007; 6: 165-170.
Tiffin GJ, Rieger D, Betteridge KJ, Yadav BR, King WA.Glucose and glutamine

metabolism in pre-attachment cattle embryos in relation to sex and stage of
development. Journal of Reproduction and Fertility. 1991; 93: 125-132.

49



Van der ValkJ, Brunner D, De Smet K, Fex Svenningsen A, Honegge P, Knudsen LE,
Lindl T, Norabeg J, Price A, Scarino ML, Gstraunthaler G. Optimization of chemically
defined cell culture media — Replacing fetal bovine serum in mammalian in vitro
methods. Toxicology in Vitro. 2010; 24: 1053-1063.

Varago FC, Mendonga LF, Lagares MA. Producéo in vitro de embrides bovinos: estado
da arte e perspectivas de uma técnica em constante evolugdo. Revista Brasileira de
Reproducao Animal. 2008; 32: 100-109.

Viana JHM, Bols PEJ. Variaveis biolégicas associadas a recuperacdo de complexos

cumulus-odcito por aspiracao folicular. Acta Scientiae Veterinariae. 2005, 33: 1-4.

Wang S, Liu Y, Holyoak GR, Bunch TD. The effects of bovine serum albumin and fetal
bovine serum on the development of pre- and postcleavage-stage bovine embryos
cultured in modified CR2 and M199 media. Animal Reproduction Science. 1997; 48: 37-
45.

Yuan Y, Krisher RL. Effect of ammonium during in vitro maturation on oocyte nuclear
maturation and subsequent embryonic development in pigs. Animal Reproduction
Science. 2010; 117:302-307.

Zhang L, Jiang S, Wozniak PJ, Yang X, Godke R. Cumulus cell function during bovine

oocyte maturation, fertilization, and embryo development in vitro. Molecular
Reproduction and Development. 1995; 40: 338-344.

50



ANEXO | — Classificacao de odécitos

1) Classificagcdo de odcitos (figura 1), segundo Stojkovic et al. (2001).

e Grau 1 — Complexo cumulus-odcito (COCs) com citoplasma homogéneo, células
do cumulus circundando completamente a zona pellcida (ZP), compactado e
com multiplas camadas.

e Grau 2 — COCs com citoplasma homogéneo, poucas areas de pigmentacéo
irregular, cumulus menor que o grau 1, mas com mais de cinco camadas de
células compactadas de cumulus circundando completamente a ZP.

e Grau 3 — COCs com citoplasma heterogéneo, vacuolizado, com trés a cinco
camadas de células do cumulus circundando a ZP, exceto por pequenas areas
sem cobertura de cumulus.

e Grau 4 — COCs com citoplasma heterogéneo, pigmentado, com cumulus

totalmente ou em grande parte ausente ou expandido.

FIG. 1. Four categories of bovine COCs evaluated according to the morphological appearance of cytoplasm and cumulus cells (more details in
Materials and Methods).

(Fonte: Stojkovik et al., 2001).
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ANEXO Il — Estagios embrionarios

Morfologia dos estagios embrionarios (figura 2) avaliados no dia 7 (D7) de cultivo in
vitro, correspondentes a soma total de embrides no D7 e D8.

a) Blastocisto — Embrido com primeira diferenciacdo celular (trofoblasto e massa
celular interna), formacdo da blastocele, presenca de botdo embrionario, sem
expansdo da blastocele, zona pellcida integra.

b) Blastocisto expandido - Conformacéo do blastocisto com expanséo da blastocele
e zona pellcida delgada, porém integra.

c) Blastocisto eclodido - Conformacédo de blastocisto, com rompimento da zona

pelicida e extruséo parcial ou completa do embrido para fora da zona peltcida.

Figura 2: Estagios embrionarios blastocisto, blastocisto expandido e blastocisto eclodido, observados no
dia 7 (D7) e 8 (D8) de cultivo in vitro (CIV).
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