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RESUMO

Este estudo foi conduzido para investigar os efeitos da suplementagdo de taurina e glicina ao meio de
maturagdo in vitro (MIV) de oobcitos bovinos, avaliando-se o subseqiiente desenvolvimento
embrionario. Foliculos foram aspirados ¢ oocitos com 3 a 4 camadas de células do cumulus e
citoplasma homogéneo foram lavados em TCM 199, acrescido de bicarbonato de sodio, piruvato de
sodio, penicilina, PVA e HEPES. Grupos de 15 a 25 oocitos foram maturados em TCM 199,
suplementado com FSH, LH e SFB, na preseng¢a de taurina ou glicina, de acordo com o delineamento
experimental. No experimento 1, a taurina foi adicionada nas concentra¢des de 0 mM, 1 mM, 10 mM
e 100 mM. A glicina (experimento 2) foi utilizada nas concentra¢des de 0,67 mM, 10 mM e 100 mM.
O meio TALP foi utilizado para o gradiente de Percoll e fertilizagdo in vitro; apos co-incubagao por 20
horas, as células do cumulus foram removidas, e os provaveis zigotos transferidos para o meio SOF-m.
Odcitos e embrides foram incubados a 39°C, sob atmosfera umida a 5% de CO,. As 72 e 120 horas
pos-inseminacao (h pi), meio SOF-m foi adicionado as gotas. Os odcitos que clivaram e atingiram os
estagios de morula/blastocisto (Mo/Bl), blastocisto/blastocisto expandido (Bl/Bx) e blastocisto
expandido/blastocisto eclodido (Bx/Be) foram registrados as 72, 144, 168 e 192 h pi, respectivamente.
Os resultados foram analisados através de ANOVA e test-t de Bonferroni, com P<0,05. Ndo houve
diferenca significativa entre os grupos (experimento 1) para as porcentagens de fertilizagdo, Mo/Bl,
Bl/Bx e Bx/Be, com valores variando de 88,9 a 93,0%, 42,8 a 51,4%, 33,6 a 41,7% ¢ 23,2 a 30,6%,
respectivamente. No experimento 2, nenhuma diferenca foi observada entre os grupos com relagdo a
fertilizagdo (90,3 a 97,0%). Entretanto, mais (P<0,05) Mo/Bl e BI/Bx foram produzidos com glicina
nas concentragdes de 0,67 (49,3 e 33,3%, respectivamente) e 10 mM (54,5 e 44,7%) do que 100 mM
(25,4 ¢ 19,2%), enquanto que maiores porcentagens (P>0,05) de Bx/Be foram observados no grupo 10
mM (36,7%) do que no 100 mM (16,2%), com resultados similares quando comparado ao grupo
controle (29,9%). Considerando-se as condi¢cdes experimentais adotadas, concluiu-se que a adigdo de
taurina ou glicina ao meio de MIV de odcitos bovinos ndo influenciou beneficamente o
desenvolvimento embrionario, como evidenciado pelas porcentagens similares de producdo de
embrides.
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BOVINE EMBRYO DEVELOPMENT AFTER in vitro OOCYTE MATURATION IN
CULTURE MEDIUM SUPPLEMENTED WITH TAURINE OR GLYCINE

ABSTRACT

This study was carried out to investigate the effect of taurine and glycine added to the in vitro
maturation medium (IVM) of bovine oocytes, evidenced by the subsequent embryonic development.
Follicles were aspirated and oocytes having at least 3 to 4 layers of cumulus cells and homogeneous
cytoplasm were washed in TCM 199, plus sodium bicarbonate, sodium pyruvate, penicillin, PVA and
HEPES. Groups of 15 to 25 oocytes were matured in TCM 199, supplemented with FSH, LH and
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FCS, in presence of taurine or glycine, according to the experimental design. In experiment 1, taurine
was added to the IVM medium at concentrations of 0 mM, 1 mM, 10 mM and 100 mM. Glycine
(experiment 2) was used at concentrations of 0.67 mM, 10 mM and 100 mM. TALP medium was used
for Percoll gradient and in vitro fertilization; after a 20 h co-incubation period, cumulus cells were
removed, and the presumptive zygotes were transferred to m-SOF medium. The oocytes and embryos
were cultured at 39°C in a humid atmosphere of 5% CO,. At 72 and 120 h post-insemination (h pi), m-
SOF medium was added to the drops. The oocytes that cleaved, and reached morula/blastocyst (M/B),
blastocyst/expanded blastocyst (B/EB), expanded blastocyst/hatched blastocyst (EB/HB) stages were
recorded at 72, 144, 168, and 192 h pi, respectively. Results were analyzed by ANOVA and
Bonferroni #-test, with P<0.05 taken as significant. There were no significant differences among
treatment groups (experiment 1) for fertilization, M/B, B/EB and EB/HB rates, with values varying
from 88.9 to 93.0%, 42.8 to 51.4%, 33.6 to 41.7% and 23.2 to 30.6%, respectively. In experiment 2,
no difference was observed among groups with regard to the fertilization rates (90.3 to 97.0%).
However, more (P<0.05) M/B and B/EB were produced in presence of glycine at concentrations of
0.67 (49.3 e 33.3%, respectively) and 10 mM (54.5 e 44.7%) than 100 mM (25.4 e 19.2%), whereas
higher percentages (P<0.05) of EB/HB were observed for group 10 mM (36.7%) than for 100 mM
(16.2%), with similar results as compared to control (29.9%). In conclusion, under these experimental
conditions, the addition of either taurine or glycine to the IVM of bovine oocytes did not have
beneficial influence on the embryonic development, as evidenced by the similar rates of embryo
production.

Key words: oocytes, in vitro maturation, taurine, glycine, bovine.

DESARROLLO DE EMBRIONES BOVINOS DESPUES DE MADURACION in vitro DE
OOCITOS EN MEDIO DE CULTIVO COMPLEMENTADO CON TAURINA O GLICINA

RESUMEN

Este estudio fue realizado para investigar los efectos de suplementar taurina y glicina al medio de
maduracion in vitro (MIV) de oocitos bovinos, evaluando el resultado del desarrollo embrionario.
Foliculos fueron aspirados y ovocitos con 3 a 4 camadas de células de cumulus y citoplasma
homogéneo fueron lavados en TCM 199, junto con bicarbonato de sodio, piruvato de sodio, penicilina,
PVA y HEPES. Grupos de 15 a 25 oocitos se maduraron en TCM 199, con FSH, LH y SFB, en
presencia de la taurina o glicina, de acuerdo con la linea experimental. En el experimento 1, la taurina
se afiadid en concentraciones de 0 mM, 1 mM, 10 mM y 100 mM. La glicina (experimento 2) se
utilizé en concentraciones de 0,67 mM, 10 mM y 100 mM. El medio TALP fue utilizado para el
gradiente de Percoll y fertilizacion; después de 20 horas de coincubacion, las células de cumulus se
removieron y los presuntos cigotos fueron transferidos para el medio SOF-m. Oocitos y embriones
fueron incubados a 39°C, en atmoésfera himeda a 5% de CO,. A las 72 y 120 horas pos-inseminacion
(h pi) el medio SOF-m se afiadieron las gotas. Oocitos que fertilizaron y alcanzaron los estadios de
morula/blastocito (Mo/Bl), blastocito/blastocito expandido (Bl/Bx) y blastocito expandido/blastocito
eclodido (Bx/Be) se registraron a las 72, 144, 168 y 192 h pi, respectivamente. Resultados se
analizaron a través de ANOVA vy test-t de Bonferroni, con P<0,05. No hubo diferencia significativa
entre los grupos (experimento 1) para los porcentajes de fertilizacion, Mo/Bl, Bl/Bx y Bx/Be, con
valores variando de 88,9 a 93,0%, 42,8 a 51,4%, 33,6 2 41,7% y 23,2 a 30,6% respectivamente. En el
experimento 2, no se observo diferencia entre los grupos con relacion a la fertilizacion (90,3 a 97,0%).
Pero, mas (P<0,05) Mo/Bl y BI/Bx se produjeron con glicina en concentraciones de 0,67 (49,3 y
33,3%, respectivamente) y 10 mM (54,5 y 44,7%) que la de 100 mM (25,4 y 19,2%), mientras
mayores porcentajes (P>0,05) de Bx/Be fueron observadas en el grupo 10 mM (36,7%) comparado
con 100 mM (16,2%), com resultados similares al obtenido para el grupo controle (29,9%).
Concluyendo, en las condiciones experimentales adoptadas, el adicionar de taurina o glicina al medio
de MIV de oocitos bovinos no ejercid influencia en el desarrollo embrionario, como visto por las
similares porcentajes de produccion de embriones.
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INTRODUCAO

Desde o primeiro sucesso com a aplicagdo da técnica de fertilizacdo in vitro (FIV) em bovinos
(BRACKETT et al., 1982), esforcos t€m sido direcionados ao aperfeicoamento das diferentes etapas e
meios envolvidos na produgao in vitro (PIV) de embrides, principalmente em decorréncia da adogao
desta biotécnica para o melhoramento genético do rebanho bovino.

Apesar de todas as etapas envolvidas serem de singular importincia para o sucesso final, o
procedimento de cultivo do odcito ¢ fundamental na PIV de embrides, pois deve simular um micro
ambiente folicular e tubarico adequado para que a maturacao citoplasmatica e nuclear ocorra, tornando
0 o6cito competente para ser fertilizado e, em decorréncia, prosseguir o desenvolvimento para estagios
embrionarios mais avancados.

Desta forma, varios compostos tém sido adicionados ao meio de maturagdo in vitro (MIV) de
odcitos, em diferentes combinagdes e concentragdes, entre eles, preparagdes purificadas ou
recombinantes de FSH e/ou LH (MARTINS Jr. et al., 1998; MARTINS Jr. ¢ BRACKETT, 2003),
GnRH (FREITAS et al., 2002), 17 B-estradiol (BECKER et al., 2002), IGF-I1 (LACKEY et al., 2000;
MARTINS Jr. et al., 2004), EGF (FREITAS et al., 2003), PVA (SIRARD e ALI, 2002), SFB
(GLIEDT et al., 1996), BSA (WARD et al., 2002), catalase (MARTINS Jr. et al., 2003), alanina
(MOORE e BONDIOLI, 1993) e cisteamina (MATOS et al., 1995).

Os aminoacidos, por sua vez, incrementam o desenvolvimento embrionario, o nimero de
células embrionarias e a implantagdo pods-transferéncia (LEE et al., 1993), participam das fungdes
celulares, promovendo o desenvolvimento e a diferenciacdo embrionaria (BAVISTER, 1995), além de
fornecerem um “pool” de precursores de proteinas, regularem o metabolismo do embrido e atuarem
como controladores da osmolaridade e do pH intracelular (GARDNER e LANE, 1997).

A suplementagdo do meio de cultura de embrides com aminoacidos tem sido benéfica para o
desenvolvimento embrionario in vitro, conforme relatos em coelhos (KANE e FOOTE, 1970),
hamsters (BAVISTE e ARLOTTO, 1990), camundongos (GARDNER e LANE, 1993), ovinos
(WALKER et al., 1996) e bovinos (KESKINTEPE e BRACKETT, 1996; KESKINTEPE et al., 1997).

O trato reprodutivo feminino contém elevadas concentragdes de taurina, glutamina, glutamato
e glicina (MILLER e SCHULTZ, 1987). A taurina, presente em odcitos e embrides (MEIZEL et al.,
1980; SCHULTZ et al., 1981; MILLER e SCHULTZ, 1987; DUMOULIN et al., 1992; GUERIN e
MENEZO, 1995), pode exercer um efeito benéfico sobre o desenvolvimento embrionario até o estagio
de pré-implantacdo, atuando na regulagdo da osmolaridade, modulagdo dos niveis de calcio e
estabiliza¢ao de membrana (HUXTABLE, 1992, TIMBRELL et al., 1995).

Moore ¢ Bondioli (1993) e Takahashi e Kanagawa (1998) demonstraram a importancia da
glicina sobre o desenvolvimento embrionario, apos sua adi¢do em co-cultura com células do oviduto e
em meio quimicamente definido, respectivamente.

Contudo, nenhum relato foi encontrado na literatura a respeito da adicdo de taurina e/ou
glicina ao meio de maturag@o de odcitos de bovinos in vitro. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi
investigar os efeitos da suplementacdo desses aminoacidos ao meio de MIV, mediante avaliagdo do
subseqiiente desenvolvimento embrionario até os estidgios de blastocisto expandido e blastocisto
eclodido.

MATERIAL E METODOS

COLHEITA DE OOCITOS, SELECAO E MATURACAO in vitro

Os ovarios de vacas abatidas em frigorifico foram transportados em garrafa térmica contendo
solugdo fisioldgica a temperatura de 31 a 33°C. Foliculos de 2-7 mm de didmetro foram aspirados
utilizando-se agulha calibre 18 G e seringa de 10 mL; a seguir, o liquido folicular foi colocado em
tubo de centrifuga de 15 mL e mantido a 39°C, por 15 minutos, para a sedimentagdo dos complexos
cumulus o6citos (CCOs).

Apo6s esse periodo, o sobrenadante foi descartado e os CCOs colocados em placa de Petri
contendo TCM 199 (Sigma Co., EUA), 2,2 mg/mL de bicarbonato de sédio, 25 pug/mL de piruvato de
sodio, 50 pg/mL de penicilina G, 1 mg/mL de PVA e 2,38 mg/mL de HEPES. Somente oocitos
apresentando citoplasma homogéneo e pelo menos 3 a 4 camadas de células do cumulus foram
selecionados.
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Grupos de 15 a 25 odcitos foram transferidos para placas de Petri (60 x 15 mm) contendo
gotas de meio de MIV (100 uL), constituido de TCM 199, suplementado com 10% de SFB (Nutricell,
Brasil), 1 pug/mL de FSH (Pluset®, Laboratorios Calier, Espanha) e 50 ug/mL de LH (Lutropin®,
Bioniche Inc., Canada). A taurina ou a glicina foram adicionadas ao meio de MIV, de acordo com o
delineamento experimental. A incubag¢do foi realizada em estufa de cultura (Forma Scientific, Inc.,
EUA), a 39°C, sob atmosfera imida, a 5% CO,, por 24 horas.

PREPARACAO DO SEMEN E FERTILIZACAO in vitro

A selecgdo espermatica foi realizada pela técnica de gradiente de Percoll. Sendo assim, 1 mL de
cada solugdo (45% e 90%) foi adicionado em tubo de centrifuga (15 mL), ¢ mantida em estufa de CO,,
por 2 horas, para estabilizagdo. Na seqiiéncia, uma palheta de sémen foi descongelada em agua a 37°C
por 30 segundos, ¢ 450 pulL da amostra foi cuidadosamente depositada sobre o gradiente de Percoll,
sendo submetida a centrifugagdo a 700x g, por 30 minutos.

Apds a remogdo do sobrenadante, o sedimento foi diluido em 3 mL de meio TALP-plus e re-
centrifugado (250x g/5 minutos); o “pellet” resultante foi re-suspendido em 50 uL de meio TALP-FIV
e, posteriormente, utilizado para a inseminagdo. Entdo, grupos de 20 a 25 o6citos maturados foram
transferidos para gotas de meio de FIV e co-incubados com aproximadamente 200.000
espermatozoides, sob as mesmas condigdes de cultivo adotadas para a MIV.

CULTIVO in vitro (CIV)

Decorridas 20 horas da inseminagao, as células do cumulus foram parcialmente removidas e os
provaveis zigotos transferidos para gotas de meio SOF-m, para as primeiras 48 horas de cultivo. Ao
final dessa etapa, o nimero de odcitos fertilizados foi observado e somente zigotos com pelo menos 6
a 8 blastdmeros foram mantidos para o restante do periodo de cultivo; para tanto, meio fresco, de
mesma composic¢ao, foi adicionado as gotas, procedimento este repetido as 120 horas pos-inseminagao
(h pi).

A etapa de cultivo dos embrides também foi realizada sob as mesmas condi¢des de atmosfera
e temperatura descritas anteriormente. O desenvolvimento embrionario foi monitorado, e o nimero de
oocitos fertilizados, bem como de embrides nos estagios de morula/blastocisto (Mo/Bl),
blastocisto/blastocisto expandido (Bl/Bx) e blastocisto expandido/blastocisto eclodido (Bx/Be), foram
registrados as 72, 144, 168 e 192 h pi, respectivamente.

DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Dois experimentos foram realizados, independentemente, a partir de oocitos distribuidos
aleatoriamente dentro dos respectivos grupos de tratamento, conforme metodologia descrita
anteriormente.

Experimento 1: a taurina (Sigma Co., EUA; T-0625) adicionada ao meio de maturagdo, nas seguintes
concentracoes: 0, 1, 10 e 100 mM.

Experimento 2: a glicina (Sigma Co., EUA; G-8790) adicionada ao meio de maturacdo, nas seguintes
concentracdes: 0,67 (controle — TCM 199), 10 e 100 mM.

Como a glicina esta presente na formulacdo do TCM 199 (0,67 mM), o grupo controle teve
como base tal concentracdo; os demais grupos tiveram suas concentragdes finais ajustadas em relagdo
a glicina existente no TCM, ou seja, grupo 10 mM (0,67 + 9,33 mM) e grupo 100 mM (0,67 + 99,33
mM).

ANALISE ESTATISTICA

Dados de cinco replicatas, de cada experimento, foram agrupados e relatados como numero e
porcentagem de odcitos maturados que clivaram e atingiram os estidgios de desenvolvimento
embrionario indicados. A analise dos resultados foi feita pelo programa GraphPad InStat 3, sendo que
ANOVA foi utilizada para verificar diferengas estatisticas e o teste ¢ de Bonferroni para determinar
diferengas entre os grupos de tratamento. Diferencas de P<0,05 foram consideradas como
significativas.
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RESULTADOS

Os resultados obtidos no experimento 1, ap6s a adigdo de taurina nas concentragdes de 0, 1, 10
e 100 mM, sdo mostrados na Tabela 1, ndo sendo observadas diferencas significativas (P>0,05) entre
0s grupos para a porcentagem de odcitos fertilizados, bem como de Mo/Bl, BI/Bx e Bx/Be.

Nao houve diferencga significativa (P>0,05) entre os grupos de tratamento com 0,67, 10 e 100
mM de glicina para os valores de porcentagens de fertilizagdo, contudo, maiores valores percentuais
(P<0,05) de Mo/BI e Bl/Bx foram observados nos grupos 0,67 ¢ 10 mM do que no 100 mM, as 144 ¢
168 h pi, com resultados similares entre 0,67 ¢ 10 mM em todos os momentos. Diferenca significativa
(P<0,05) foi observada entre os grupos 10 e 100 mM para os estagios de Bx/Be, no entanto, a glicina
na concentragdo de 0,67 mM ndo diferiu dos demais grupos, as 192 h pi (Tabela 2).

Nas figuras 1 e 2 podem ser observadas as caracteristicas morfologicas dos embrides
produzidos em meio contendo taurina ou glicina as 192 h pi, respectivamente.

TABELA 1. Efeitos da adicio de diferentes concentragdes de taurina na MIV sobre o
desenvolvimento de odcitos bovinos fertilizados in vitro.

TABLE 1. Effects of addition of different concentrations of taurine to the IVM on the development of
in vitro fertilized bovine oocytes.

Oocitos Desenvolvimento embrionario - n (%)
Oocytes Embryonic development - n (%)
Taurina Fertilizados Mo/Bl1 B1/Bx Bx/Be
Taurine n Fertilized M/B B/EB EB/HB
(mM) 72 h 144 h 168 h 192 h
0 144 128 (88,9) 74 (51,4) 60 (41,7) 44 (30,6)
1 149 136 (91,3) 68 (45,6) 50 (33,6) 39 (26,2)
10 142 132 (93,0) 68 (47,9) 52 (36,3) 41 (28,9)
100 138 126 (91,3) 59 (42,8) 48 (34,8) 32(23,2)

Nao houve diferenga significativa (P>0,05)
No significant difference (P>0.05)

h = horas pés-inseminacao

h = hours post-insemination
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TABELA 2. Efeitos da adicdo de diferentes concentracdes de glicina na MIV sobre o
desenvolvimento de oocitos bovinos fertilizados in vitro.

Table 2. Effects of addition of different concentrations of glycine to the IVM on the development of in
vitro fertilized bovine oocytes.

Oocitos Desenvolvimento embrionario - n (%)

Oocytes Embryonic development - n (%)
Glicina Fertilizados Mo/Bl1 B1/Bx Bx/Be
Glycine n Fertilized M/B B/EB EB/HB
(mM) 72 h 144 h 168 h 192 h
0,67 144 130 (90,3) 71(49,3) a 48 (33,3) a 43 (29,9) ab
10 132 128 (97,0) 72 (54,5) a 59 (44,7)a 44 (36,7) a
100 130 118 (90,8) 33(254)b 25(19,2)b 21(16,2) b

b Diferentes letras nas colunas mostram diferengas significativas (P<0,05)
Different letters within columns denote significant differences (P<0.05)

h = horas pés-inseminagao

h = hours post-insemination

FIGURA 1. Blastocistos, blastocistos expandidos e blastocistos eclodidos 192 h pi — Grupo taurina
(25x)
FIGURE 1. Blastocysts, expanded blastocysts and hatched blastocysts 192 h pi — Group taurine (25%)
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FIGURA 2. Blastocistos, blastocistos expandidos e blastocistos eclodidos 192 h pi — Grupo glicina
(25%)
FIGURE 2. Blastocysts, expanded blastocysts and hatched blastocysts 192 h pi — Group glycine (25x)

DISCUSSAO

Com base na literatura, este ¢ o primeiro estudo visando investigar os efeitos da
suplementacdo de taurina ou glicina no meio de maturacdo in vitro de oocitos bovinos. Porém,
trabalhos tém sido realizados com a finalidade de verificar o papel de alguns aminoacidos adicionados
no meio de cultivo in vitro de embrides bovinos (PARTRIDGE et al., 1996; TAKAHASHI e
KANAGAWA, 1998; CAMARGO et al., 2002).

Hong e Lee (2007) demonstraram que o liquido folicular de suinos contém diversos
aminoacidos, sendo que glicina, glutamato, alanina, glutamina e prolina foram encontrados em
maiores concentracdoes. A suplementacdo individual de tais aminoacidos ao meio de MIV
proporcionou aumento significativo na taxa de fertilizagdo monospérmica, formacdo do pré-nicleo
masculino e desenvolvimento de embrides ao estagio de pré-implantagao.

A adi¢do de taurina (7 mM) no meio de cultura de embrides ovinos aumentou a clivagem ¢ a
produgdo de moérulas (RANGASAMY et al., 2007). Da mesma forma, Manjunatha et al. (2008)
verificaram que o meio de cultivo de embrides de bubalinos, contendo taurina (1 mM), produziu um
maior numero de embrides transferiveis.

No presente experimento, a suplementagdo de taurina no meio de MIV ndo incrementou o
desenvolvimento embriondrio em nenhum dos estagios indicados. A auséncia de efeito benéfico na
producdo de embrides sugere que tal aminoacido ndo exerceu influéncia direta sobre a maturagdo
oocitaria ou sua atuagdo foi alterada devido a composi¢do complexa do meio TCM 199 e/ou pela
presenga de SFB, o qual contém hormoénios, fatores de crescimento, vitaminas, peptideos e uma
variedade de moléculas definidas e ndo definidas (KESKINTEPE ¢ BRACKETT, 1996).

Os componentes do meio de cultivo podem alterar ou mascarar os efeitos dos aminoacidos
sobre o desenvolvimento embrionario, conforme relatado por Bavister (1995). A agdo efetiva da
taurina na producdo de embrides de suinos e roedores foi observada por Liu e Foote (1995), apos
cultivo em meio definido livre de proteina, bem como por Camargo et al. (2002), para embrides de
bovinos cultivados na auséncia de SFB e/ou BSA.

Interessante que, a osmolaridade do meio de maturagdo apresentou valores médios de 294,
302, 304 e 379, respectivamente para os grupos 0, 1, 10 e 100 mM, ou seja, a adi¢do de taurina na
concentracao de 100 mM aumentou significativamente a osmolaridade do meio de MIV, sem contudo
afetar o desenvolvimento do oocito e dos embrides, provavelmente em decorréncia da sua habilidade
em regular a osmolaridade (LI et al., 1993).
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Segundo Dumoulin et al. (1997), embrides cultivados em meio hiposmético liberam taurina
para o meio extracelular, por outro lado, em caso de meio hiperosmdstico, o conteudo intracelular do
aminoacido permanece estavel. Desta forma, como as condigdes satisfatorias de cultivo foram
mantidas, possiveis efeitos aditivos e/ou sinérgicos da taurina tornaram-se imperceptiveis ou ausentes.

A taurina ¢ o principal componente do “pool” de aminoacidos livres encontrado no fluido do
trato reprodutivo feminino, estando, ainda, presente em odcitos e embrides de mamiferos (GUERIN e
MENEZO, 1995). Dentre suas fungdes biologicas, destacam-se a neutralizagdo de aldeidos
citotoxicos, produzidos durante a reacdo de peroxidacdo lipidica, a modulagao de calcio (BOATMAN,
1997) e a estabilizacdo da membrana (HUXTABLE, 1992; TIMBRELL et al., 1995). Assim, ¢
provavel que desempenhe um papel importante como agente regulador de processos celulares sob
condi¢des naturais (in vivo) e artificiais (in vitro). Conforme, destacado por Li et al. (1993), seu efeito
benéfico sobre o desenvolvimento embrionario pode ser também devido as suas propriedades
antioxidante e/ou quelante.

A incorporagdo de glicina ao meio de MIV, em diferentes concentragdes, ndo teve efeito
aditivo e/ou sinérgico com outros elementos do meio de maturagdo e, conseqiientemente, nao
incrementou a produgdo in vitro de embrides bovinos.

Alguns pesquisadores t€ém demonstrado a importancia da adi¢do de glicina ao meio de cultura.
Segundo Moore e Bondioli (1993), a combinagdo de glicina (2 mM) e alanina (1 mM), em co-cultura
com células do oviduto, melhorou o desenvolvimento embrionario em comparagdo com o grupo
controle. Da mesma forma, Takahashi e Kanagawa (1998) observaram que a suplementacdo de 10 mM
de glicina em meio quimicamente definido, com aminoacidos essenciais e nao essenciais, incrementou
o desenvolvimento de zigotos de bovinos para o estagio de blastocisto. Contudo, no presente estudo, a
adi¢do de glicina ao meio de MIV ndo aumentou a subseqiiente producdo de embrides, resultados estes
similares aos encontrados por Xia et al. (1995), embora esses autores tenham adicionado glicina ao
meio de cultivo de embrides suinos, na auséncia de células do oviduto.

Com relagdo a osmolaridade do meio de MIV suplementado com glicina, os valores médios
foram de 287 (0,67 mM), 298 (10 mM) e 381 mOsmol (100 mM), sendo que na concentracao de 100
mM ocorreu uma elevacdo da pressdo osmotica do meio sem, contudo, afetar o desenvolvimento dos
odcitos e, posteriormente, dos embrides. Brinster (1965) e Wright e Bondioli (1981) observaram,
respectivamente, que embrides de camundongos e de outras espécies podem se desenvolver em meio
de cultivo hiperosmotico, sugerindo um efeito minimo da osmolaridade no desenvolvimento
embrionario (MOORE ¢ BONDIOLI, 1993).

A glicina, produzida pelo epitélio do oviduto (MOORE e BONDIOLI, 1993), ¢ um dos
aminoacidos presente em maior concentragdo no trato reprodutivo da fémea (ROUSSEAU e
MENEZO, 1993). Além disso, morulas e blastocistos bovinos cultivados in vitro produzem e secretam
glicina, serina, alanina e glutamina no meio; por sua vez, a glicina preserva a estrutura tri-dimensional
de moléculas complexas (BURG e PETERS, 1998).

Segundo Van Winkle et al. (1990) a glicina age como regulador da osmolaridade intracelular,
sendo importante para proteger embrides de camundongos contra o estresse osmotico no oviduto, bem
como para o controle do pH intracelular, ao atuar como transportadora de protons (BAVISTER e
MCcKIERNAN, 1991), fatores estes que podem ter contribuido para os resultados obtidos neste
trabalho.

Este aminoacido ¢ consumido por blastocistos de camundongo, podendo ser convertido para
serina e alanina ou incorporado a proteinas e acidos nucléicos para atuar como substrato energético e
precursor (HOBBS e KAYE, 1985).

Devido ao fato de a glicina ser precursora de piruvato, e este compor o meio de MIV utilizado
neste estudo, é provavel que a acdo glicogénica desse aminoacido tenha sido minimizada pela
presenca de piruvato e de glicose no meio de maturacao; sabidamente a energia produzida pelo ciclo
de Krebs ¢ prontamente utilizada durante as etapas iniciais de desenvolvimento (MOORE e
BONDIOLI, 1993) em comparagdo com a via glicolitica.

Assim, futuras investigagoes devem ser realizadas visando o estudo da incorporagdo de
aminoacidos glicogénicos em variadas combinagdes e na auséncia de substratos energéticos nas etapas
de MIV e FIV de odcitos, além da CIV de embrides bovinos.
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CONCLUSOES

A suplementag@o do meio de cultivo in vitro de odcitos de bovinos com taurina ou glicina nao
influenciou beneficamente o desenvolvimento embrionario, como evidenciado pelas porcentagens
similares de produgdo de embrides, considerando-se as condigdes experimentais adotadas no presente
estudo.
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