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RESUMO

A manipulacéo de odcitos e embrides bovinos em condi¢cfes laboratoriais promove o
estresse oxidativo dessas estruturas limitando o sucesso da producéo in vitro de
embrides (PIVE). Diante disso, a melatonina, um hormdnio com acdo antioxidante,
apresenta grande potencial de utilizacdo na PIVE. Este estudo teve como objetivo
avaliar os efeitos da melatonina em concentracdes de 0,01, 10 e 10000 nM (Sigma
Aldrich, M5250) durante a maturacao oocitaria in vitro (MIV) e/ou cultivo embrionario
in vitro (CIV) sobre a producédo e qualidade embrionaria. No Experimento 1, as
concentracdes de O (controle), 0,01, 10 e 10000 nM foram aplicadas exclusivamente
durante a MIV, por 24 horas. No Experimento 2, as mesmas concentracdes foram
aplicadas exclusivamente durante o CIV, ao longo dos 9 dias. No Experimento 3, as
concentracdes foram aplicadas tanto na MIV quanto no CIV. As taxas de producéo
embrionéria foram avaliadas nos dias 3 (taxa de clivagem), 7 (taxa de blastocisto) e
9 (taxa de eclosdo), considerando a fertilizacdo in vitro (FIV) como dia 0. No
Experimento 1, a qualidade dos embrides (D9) foi avaliada por RT-gPCR, sendo
mensurada a expressao dos genes OCT4 (POU class 5 homeobox 1), SOD2
(superoxide dismutase 2), GPX1 (glutathione peroxidase 1) e BAX (BCL2 associated
X). Os dados foram submetidos a analise de variancia, seguida da aplicacdo de
contrastes entre os grupos com nivel de significancia de 5%. A taxa de clivagem néo
variou nos trés experimentos. No Experimento 1, observou-se tendéncia para maior
namero de blastocistos eclodidos (P = 0,0686) e totais (P = 0,0892) no grupo com
10000 nM em comparacdo ao grupo com 0,01 nM. No D9, houve um aumento no
namero de blastocistos totais (P = 0,0216) e uma tendéncia para um maior nimero
de blastocistos eclodidos (P = 0,0741) no grupo com 10000 nM em compara¢ao ao
grupo com 0,01 nM. Nao foram observadas diferencas na abundancia dos
transcritos dos genes avaliados. Nos Experimentos 2 e 3, ndo foram encontradas
diferencas significativas na produgcdo embrionaria. Em conclusdo, a adicdo de
melatonina na MIV nédo altera a expressao dos transcritos OCT4, SOD2, GPX1 e
BAX. Adicionalmente, 10000 nM melatonina exclusivamente na MIV mostra
tendéncia para melhores taxas de producdo embrionaria, sendo essa concentracédo
mais favoravel que 0,01 nM.

Palavras-chave: odcito, estresse oxidativo, bovino, embrido, apoptose.



ABSTRACT

The manipulation of bovine oocytes and embryos in laboratory conditions causes
oxidative stress of these structures, limiting the success of in vitro embryo production
(IVEP). Due to it, the melatonin, a hormone with antioxidant action, has great
potential for its use in IVP. The aim of this study was to evaluate the effects of
melatonin at concentrations of 0,01, 10 and 10000 nM (Sigma Aldrich, M5250) during
in vitro oocyte maturation (IVM) and/or in vitro embryo culture (IVC) on embryo
production and quality. In Experiment 1, the concentrations of O (control), 0,01, 10
and 10000 nM were applied exclusively during the IVM, for 24 hours. In Experiment
2, the same concentrations were applied exclusively during the IVC throughout the 9
days. In Experiment 3, the concentrations were applied during both IVM and IVC.
The Embryo production rates were assessed on days 3 (cleavage rate), 7 (blastocyst
rate) and 9 (hatching rate), considering in the vitro fertilization (IVF) as day 0. In
Experiment 1, the embryo quality (D9) was assessed by RT-gPCR, measuring the
expression of the genes OCT4 (POU class 5 homeobox 1), SOD2 (superoxide
dismutase 2), GPX1 (glutathione peroxidase 1) and BAX (BCL2 associated X). The
data were submitted to analysis of variance, followed by the application of contrast
into the groups, with a significance level of 5%. The cleavage rate did not vary across
the three experiments. In Experiment 1, a tendency towards a higher number of both
hatched blastocysts (P = 0,0686) and total blastocysts (P = 0,0892) was observed in
the 10000 nM group compared to the 0,01 nM group. On D9, there was an increase
in the number of total blastocysts (P = 0,0216) and tendency towards a greater
number of hatched blastocysts (P = 0,0741) in the 10000 nM group compared to the
0,01 nM group. No differences were observed in the abundance of the transcripts of
the genes evaluated. In Experiments 2 and 3, no significant differences were found in
embryo production. In conclusion, the addition of melatonin to IVM does not alter the
expression of OCT4, SOD2, GPX1 and BAX transcripts. Additionally, 10000 nM
melatonin exclusively in IVM shows a trend towards better embryonic production

rates, and this concentration is more favorable than 0.01 nM.

Keywords: oocyte, oxidative stress, bovine, embryo, apoptosis.
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1 INTRODUCAO

Em 2022, a Organizacdo das Nac¢des Unidas para a Alimentacdo e Agricultura
(FAO) reconheceu o Brasil como o pais com o maior rebanho bovino comercial do
mundo, estimado em 234,4 milh6es de animais. Devido sua alta relevancia na
producdo de alimentos, o pais busca ferramentas para aumentar a eficiéncia na
producéo de proteina animal (MENDES, 2024). Entre elas, destaca-se a producéo in
vitro de embribes bovinos (PIVE), uma biotécnica eficaz e rentavel de particular
interesse nacional, que possibilita a rapida multiplicacdo de fémeas bovinas com
genética superior (SANTOS et al., 2019).

A PIVE permite o aumento do niumero de descendentes por fémea a cada
ano, assim como a possibilidade de utilizar fémeas doadoras de oocitos em idade
pré-pubere, gestantes até o terceiro més, ou ainda no periodo voluntario de espera
apos o parto, resultando na reducdo do intervalo entre geracdes e acelerando o
progresso do melhoramento genético (YANG et al.,, 2013; SILVA et al.,, 2015).
Projeta-se que uma vaca submetida a monta natural, inseminacao artificial (I1A) ou
inseminacao artificial em tempo fixo (IATF) seja capaz de gerar uma prole por ano.
No entanto, o numero de descendentes aumenta significativamente quando a PIVE
€ adotada em um rebanho. Com aspiracdes regulares realizadas a cada 15 dias,
uma fémea pode produzir entre 50 e 100 embrides ao longo de um ano e,
considerando uma taxa de prenhez de 50%, isso pode resultar em 25 a 50 bezerros
ao ano, equivalente a aproximadamente uma prole por semana (VARAGO et al.,
2008).

A implementagdo em larga escala da biotécnica impulsionou o
desenvolvimento de biotecnologias que aprimoraram a producdo comercial de
prenhezes (BUENO e BELTRAN, 2008), incluindo a criopreservacao de embrides
(POLGE e ROWSON, 1952) e a aspiracdo folicular transvaginal guiada por
ultrassonografia (NAGAI, 2001). Em uma analise mais abrangente, a técnica tem
inicio com a coleta de odcitos, realizada por meio de aspiracao folicular, que pode
ser obtida de ovérios de abatedouros (in vitro) ou por aspiragéo folicular guiada por
ultrassonografia em doadoras (in vivo). As etapas subsequentes envolvem a
maturacao in vitro dos oocitos (MIV), seguida da fertilizac&o in vitro (FIV) dos odcitos

maturados e do cultivo in vitro dos embrides (CIV). Ao final desse processo, 0s
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embrides podem ser transferidos para o corno uterino de uma fémea receptora,
fisiologicamente sincronizada com o estagio de desenvolvimento embrionario, ou
criopreservados para transferéncia futura (MENDES et al., 2021).

Com intuito de se aprimorar a PIVE, é fundamental levar em consideragéo as
condi¢cbes de maturacéo in vitro (MIV) dos odcitos bovinos, uma vez que essa etapa
é influenciada por diversos fatores, como a composicdo da atmosfera gasosa, 0
meio de cultivo, a temperatura, a suplementacao proteica e fatores de crescimento
(SANTOS et al.,, 2002). Modificagbes nos meios de cultivo embrionarios tém
proporcionado avancos significativos, aumentando a taxa de producao in vitro (PI1V)
de embrides (GUEMRA et al., 2013). Contudo, ap0és sete dias do inicio do cultivo in
vitro (CIV), apenas cerca de 20 a 40% dos odcitos inicialmente cultivados atingem o
estagio de blastocisto (LIRA et al., 2020). Entre os fatores que limitam o éxito dos
o0citos na geracdo de embrides € o0 estresse oxidativo, que ocorre devido ao
desequilibrio entre a producdo e a eliminacdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) (CROCOMO et al., 2012).

Embora as EROs estejam presentes em condicbes de homeostase nos
diferentes tecidos do organismo (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007),
desempenhando um papel fisiolégico importante in vitro e contribuindo para as
competéncias dos odécitos e o desenvolvimento embrionario (BLONDIN et al., 1997,
GUERIN et al., 2001), em altas concentracfes, essas moléculas podem ter efeitos
prejudiciais sobre a funcao celular, comprometendo suas func¢fes fisioldgicas e
podendo levar a morte celular programada, conhecida como apoptose (YANG et al.,
1998; GUERIN et al., 2001). Uma das alternativas € o uso de antioxidantes, que visa
atenuar a formacdo de EROs e preservar as funcdes fisioldgicas dos odcitos
(GUEMRA et al., 2013). Dessa forma, é possivel conter o aumento excessivo das
EROs durante a maturacdo in vitro, faciltando a maturacdo oocitaria e o
desenvolvimento embrionario, ao mesmo tempo que minimiza 0os danos causados
pelo estresse oxidativo (SIES, 1993).

A melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) € um horménio com propriedades
antioxidantes e antiapoptoéticas, presente em diversos compartimentos do organismo
devido ao seu carater hidrofilico e hidrofébico (QUEIROZ et al.,, 2022). Essa
natureza anfifilica permite que ela atravesse facilmente a barreira morfofisiologica do
organismo, protegendo as células contra o desequilibrio de transferéncia de elétrons

(redox) de uma molécula para outro reagente, tanto em ambientes celulares lipidicos
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quanto aquosos (REITER, 2000). Em mamiferos, esse hormdnio € secretado
ritmicamente pela glandula pineal e produzido no ovario, nas células da granulosa e
nos oécitos (EL-RAEY et al, 2011; SAKAGUCHI et al., 2013: ACUNA-
CASTROVIEJO et al., 2014; REITER et al., 2014), protegendo os tecidos ovarianos
contra as EROs, por atenuacdo direta e através da elevacdo de enzimas
antioxidantes, como superoxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPX),
além de retardar o inicio da apoptose e prevenir a fragmentacgao celular (TAMURA et
al., 2013; CRUZ et al., 2014 a, b; ZHANG et al., 2013). Nesse contexto, esse efeito é
particularmente relevante durante a MIV, quando o odcito se torna mais vulneravel
ao estresse oxidativo devido a reducdo nas defesas antioxidantes (TAKAHASHI,
2012; ZHANG et al., 2013), podendo resultar na peroxidacao lipidica, oxidacédo de
proteinas e danos direto ao DNA (TAMURA et al., 2013).

Baseando-se nos efeitos benéficos da melatonina em favorecer a remocéao
das EROs diretamente e regular a expressdo das enzimas SOD e GPX,
encarregadas pelo equilibrio oxidativo (TATEMOTO et al., 2004; WANG et al.,
2014a) e por sua atuacdo citoprotetora (antioxidante e antiapoptética), essa
molécula apresenta grande potencial em favorecer o desenvolvimento de odcitos e
embrides produzidos in vitro. Sua insercdo nos meios de maturacdo de odcitos e

embrides potencialmente incrementaria a producédo de embrides.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Determinar o impacto de diferentes concentragbes de melatonina na
maturagdo de o0citos e/ou cultivo embrionério in vitro sobre as taxas de producéo e
gualidade embrionéaria.

2.1 Objetivos Especificos

Avaliar os efeitos da adicdo de melatonina em diferentes concentracdes (0,01
nM, 10 nM e 10000 nM; além do grupo controle ndo suplementado) durante a MIV
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e/ou durante o CIV, na producédo embrionaria em D3, D7 e D9 (DO = dia da FIV) e na
qualidade dos blastocistos produzidos no D9 através da avaliacdo da expressao dos
transcritos OCT4 (POU class 5 homeobox 1), marcador de qualidade embrionéria
especificamente ligado a pluripoténcia celular; SOD2 (superoxide dismutase 2), gene
antioxidante mitocondrial; GPX1 (glutathione peroxidase 1), gene antioxidante
celular; e BAX (BCL2 associated X), gene ativador de apoptose, utilizando-se de

RPS9 (ribosomal protein S9) e ACTB (beta-actin) como genes de referéncia.

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Melatonina

A melatonina é uma indolamina cuja secrecdo pineal segue um ritmo
circadiano, controlado pelo nacleo supraquiasmatico do hipotalamo (REITER et al.,
2011; TAMURA et al., 2014). Sua principal funcdo é transmitir informacdes sobre a
duracdo do periodo escuro diario para os sistemas circadianos e circanuais
(SERAPHIM et al., 2000), desempenhando um papel fundamental no sono, na
regulacdo da temperatura corporal e nas mudancas reprodutivas sazonais
(ARENDT, 1988; REVEL et al., 2009).

A biossintese da melatonina (Figura 1) inicia-se a partir do aminoacido
triptofano, que é inicialmente hidroxilado pela enzima triptofanohidroxilase (TPH)
para formar 5-hidroxitriptofano. Em seguida, o 5-hidroxitriptofano € convertido em
serotonina (5-hidroxitriptamina) por uma descarboxilase de aminoacidos aromaticos
(AAAD). A serotonina, entdo, passa por um processo de acetilagdo catalisado pela
enzima aril-alquilamina-N-acetiltransferase (NAT), seguido de metilacdo pela hidroxi-
indol-O-metiltransferase  (HIOMT), resultando na formacdo de melatonina
(FERNANDES, 2020).
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Figura 1 — Esquematizacao da biosintese de melatonina
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Fonte: Adaptado de BOTAS, 2014.

3.1.1 Funcdes e producéo extra-pineal da melatonina

Em 1958, ao isolar uma substancia das glandulas pineais de bovinos, Aaron
Lerner e colaboradores observaram que tal composto provocava alteragcdes na
coloracdo da pele de anfibios. O nome "melatonina" foi escolhido para refletir sua
acado sobre os melano6foros da pele (mela, de melan6foros) e o composto que da
inicio a sua via biossintética (tonina, de serotonina) (LERNER et al., 1958).
Inicialmente, essa molécula foi associada principalmente a reorganizacéo do sistema
circadiano enddgeno, a promoc¢do do sono e a regulacdo dos ciclos reprodutivos
sazonais em uma ampla gama de organismos, desde bactérias, fungos, algas e
plantas até os seres humanos (ARENDT, 2007). Com o crescimento exponencial
dos estudos nos ultimos 20 anos, foram descobertos efeitos dessa indolamina que
nao estdo relacionados a ritmicidade do organismo, além de ter sido descrita a
producdo em locais fora da glandula pineal (MARKUS et al., 2007), como em tecidos
periféricos, onde pode desempenhar um papel na regulacdo de processos
fisiologicos locais (HE et al., 2015; REITER et al., 2014).

As fungbes da melatonina s&o bastante amplas, incluindo acoes
antioxidantes, antiapoptéticas e anti-inflamatérias, além de estar envolvida no
controle do comportamento sexual de diferentes espécies (TAMURA et al., 2009;
TAN et al., 2010) e na atividade esteroidogénica gonadal (WEBLEY; LUCK, 1986;
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WOO et al.,, 2001). Seus locais de producdo séao diversos, abrangendo o6rgaos,
tecidos e células como cérebro, testiculo, ovarios, trato gastrointestinal, medula

espinhal, linfécitos, retina, cérnea e pele (REITER et al., 2013b).

3.1.2 Impactos da melatonina na qualidade reprodutiva em espécies de

interesse zootécnico

A medida que aumentam os dados sobre os efeitos da melatonina e seu
potencial para aumentar a producdo de blastocistos e a taxa de clivagem dessas
estruturas in vitro (BERLINGUER et al.,, 2009), bem como a criopreservacédo de
sémen (OFOSU et al., 2021) e embrides (GUO et al., 2021), a inducdo ao estro e o
aumento da taxa de prenhez (YILMAZER et al., 2018), essa substancia tem atraido
crescente atencdo. Pesquisas tém mostrado que a melatonina pode aprimorar a
maturacao oocitaria e promover efeitos positivos em embridées quando adicionada ao
meio de cultivo in vitro em camundongos (BAHADORI et al., 2013; DEHGHANI-
MOHAMMADABADI et al., 2014; OSHIZUKA et al., 2000; NA et al., 2005; TAMURA
et al., 2008; WANG et al.,, 2013). Nesse contexto, resultados favoraveis também
foram relatados em estudos com bovinos (TIAN et al., 2014; WANG et al., 2014),
bafalos (MANJUNATHA et al., 2009), ovinos (ABECIA; FORCADA; ZUNIGA, 2002;
CASAQO et al., 2010) e suinos (CHOI et al., 2008; KANG et al., 2009; SHI et al.,
2009).

De acordo com Valasi et al. (2006), a utilizacdo de implantes vaginais de
melatonina em pequenos ruminantes demonstrou ser eficaz na melhoria da
qualidade dos odcitos, mesmo em animais em anestro. Para superar a barreira
fisiolégica do anestro estacional, implantes de melatonina podem ser empregados
para induzir o estro em ovinos e caprinos (ZUNIGA et al., 2002). Esses implantes
tém sido amplamente utilizados em paises europeus desde o ano de 2000, quando
foram aprovados para uso comercial (GOMEZ et al., 2006). Nesse cenario, Yilmazer
et al. (2018) observaram que ovinos em anestro sazonal tratados com implante
subcutédneo de melatonina combinado com implante intravaginal de progesterona,
mostraram uma eficacia significativa na inducdo do estro e um aumento na taxa de

prenhez.
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Ao contrario dos estudos com ovinos, a maioria das pesquisas com suinos
concentrou-se em investigar o efeito da melatonina na qualidade dos embrides em
fémeas da espécie (KANG et al., 2009; DO et al., 2015; PARK et al., 2018). Os
embrides suinos submetidos aos procedimentos de PIVE possuem elevados niveis
de lipidios, 0 que os tornam mais suscetiveis ao estresse oxidativo. Para mitigar os
danos causados pelas EROs, alguns estudos investigaram a aplicacdo de
melatonina exdgena e observaram um aumento na taxa de blastocistos (GUO et al.,
2021).

No que diz respeito ao congelamento, a criopreservacdo de sémen e
embribes a temperaturas extremamente baixas € desejavel por motivos bioldgicos e
comerciais. Diversos métodos empregam diferentes agentes crioprotetores
(FONSECA; TORRES; PINTO NETO, 2002) e modificagbes nos meios de
preservacao, como a adicdo de melatonina. Esta substancia tem demonstrado bons
resultados quando adicionada ao diluente de sémen (CRUZ et al., 2014) e durante
0s processos de criopreservacao, devido a sua capacidade de neutralizar radicais
livres e reforcar as defesas antioxidantes nos meios utilizados (OFUSU et al., 2021,
ALEVRA et al., 2022).

Dessa maneira, nota-se que a melatonina apresenta grande potencial para
melhorar os resultados reprodutivos, especialmente no contexto da PIVE, exercendo
principalmente efeitos antioxidantes. Esses efeitos ocorrem tanto pela acao direta
sobre as EROs quanto pela regulacéo positiva de enzimas antioxidantes (MENDES,
2021). Além disso, a melatonina atua sobre odécitos e embribes por meio da
interacdo com os receptores MT1, MT2 e a enzima citosélica NQO2, identificados
em diferentes espécies (GE et al., 2022; LEE et al., 2023; SAMPAIO et al., 2012).

As propriedades benéficas da melatonina em odcitos, relatadas por diversos
autores em diferentes dosagens e etapas da PIVE, em varias espécies de interesse

zootécnico, estdo resumidas na Tabela 1.
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Tabela 1 — Efeitos da melatonina em odcitos em diferentes espécies

ESPECIES CONCENTRACOES PRINCIPAIS EFEITOS REFERENCIA

Bovino

0,1pMaluM

Aumentou as taxas de clivagem e formacéo de

blastocistos.

SAMPAIO et al., 2012

Bovino

101a 103M

Melhorou a eficiéncia da maturagéo in vitro, sendo
tal efeito mediado pelos receptores de melatonina.
Regulou positivamente os niveis de expresséo de
genes relacionados & maturagdo, modificagédo
epigenética e expansao do cumulus.

TIAN et al., 2014

Bovino

10°a 10°M

Estimulou a retomada da meiose em odcitos
tratados favorecendo o desenvolvimento
embrionario subsequente, além de mostrar efeitos
citoprotetores.

RODRIGUES-CUNHA
etal., 2016

Bovino

10122 10%M

Melhorou a qualidade embrionéaria quando
associada a nano capsulas poliméricas de nucleo

lipidico.

REMIAO et al., 2016

Bovino

Melhorou a qualidade de odcitos envelhecidos,
aumentou a capacidade de desenvolvimento de

embrides.

LIANG et al., 2017

Bovino

107a10*M

Atenuou os efeitos deletérios do choque térmico na
MIV, reduziu as EROs e modulou positivamente

transcritos mitocondriais em blastocistos.

YAACOBI-ARTZI et al.,
2020

Bufalo

250 21000 pM

Melhorou a taxa de fertilizac&o.

NAGINA et al., 2016

Suino

10°a 10°M

Protegeu os odcitos do estresse térmico.

Ll etal., 2015

Suino

10°a 103M

Aumentou a competéncia de desenvolvimento de
odcitos, formagdo de blastocistos e nimero de
células por blastocisto.

JIN et al., 2017

Suino

la10pugmL™

Melhorou a maturacéo oocitéria e a expanséao das
células do cumulus, regulou genes sinalizadores da
resposta proteica de desdobramento contra o

estresse do reticulo endoplasmatico durante a MIV.

PARK et al., 2017

relagdo as

propriedades benéficas da melatonina em embrides,

observadas por diversos autores em diferentes dosagens e etapas da PIVE, em

varias espécies de interesse zootécnico, estao resumidas na Tabela 2.
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Tabela 2 — Efeitos da melatonina em embribes em diferentes espécies

ESPECIES

ESTRUTURA

SUPLEMENTADA

CONCENTRACOES

PRINCIPAIS EFEITOS

REFERENCIA

Bovino

Embrides 10153 103M

desenvolvimento
EROs,

reduziu a lesdo oxidativa, melhorou

Melhorou o]
embrionario, eliminou
o desenvolvimento do embrido,
aumentou o nUmero médio de

células/blastocisto.

WANG et al.,
2014B

Bovino

Embrides
produzidos por
transferéncia 10%*a 102M
nuclear de células

somaticas

Afetou a expressdo de genes
relacionados a apoptose, protecdo
antioxidante e desenvolvimento,
modificou a acetilagdo global de
H3K9ac,

nimero total e de células da massa

histonas aumentou o

celular interna de blastocistos e
reduziu a apoptose e EROs

SU et al., 2015

Bovino

Embrides 101253 10%M

Melhorou os efeitos antiapoptoéticos
e antioxidantes durante o]
desenvolvimento embrionario
guando associada a nano cépsulas

poliméricas de nucleo lipidico.

KOMNINOU et
al., 2016

Suino

Células doadoras e

10122 106M

embrides clonados

Melhorou a formagéo de

blastocistos obtidos por
transferéncia nuclear de células
somaticas e melhorou a qualidade
do embrido através da inibicdo da

apoptose.

PANG et al.,
2013

Ovino

Embrides 10°a 103 M

Beneficiou a restauragdo das

funcdes embrionéarias apoés
vitrificag&o e aguecimento,
evidenciado por maiores taxas de
reexpansdao e eclosdo, maior
namero total de células e menor

apoptose e indice oxidativo.

SUCCU et al.,
2014

Por fim, as propriedades benéficas da melatonina em odcitos e embrides,

observadas por diversos autores em diferentes dosagens e etapas da PIVE, em

varias espécies de interesse zootécnico, estdo resumidas na Tabela 3.
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Tabela 3 — Efeitos da melatonina em odcitos e embrides em diferentes espécies

ESPECIES ESTRUTURAS CONCENTRACOES PRINCIPAIS EFEITOS REFERENCIA
SUPLEMENTADAS

Atenuou efeitos nocivos do

estresse térmico e melhorou

Bovino Odcitos e embrides 10722 10°M 0 desenvolvimento  CEBRIAN-SERRANO
embrionario. etal., 2013
Melhorou a competéncia de DO etal., 2015
Suino Odcitos e embrides 10 a 50 ng/ml desenvolvimento e a

qualidade embrionaria.

Odcitos e embriBes Melhora a qualidade e o YANG et al., 2020
Suino derivados de desenvolvimento in vitro de
ativagao 10°M odcitos.
partenogenética

3.1.3 Estresse oxidativo

Os radicais livres sdo constantemente gerados no organismo e consistem em
atomos ou moléculas que possuem um ou mais elétrons desemparelhados em sua
camada mais externa, conferindo-lhes uma alta reatividade (KUMAR; PANDEY,
2015; RADI, 2018). Entre esses radicais, encontram-se as espécies reativas de
oxigénio (EROs) que se destacam por sua instabilidade e reatividade. As EROs
originam-se do metabolismo aerdbico normal, podendo ser prejudiciais quando estédo
presentes em niveis elevados (VELOSSA et al., 2021). Esse fenbmeno é conhecido
como estresse oxidativo, que, na definicho mais recente, refere-se a um
desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes (SIES et al., 2007), podendo levar a
degradacdo de estruturas biologicas essenciais para o funcionamento celular
(ABDALLA et al., 2001)

Em geral, as EROs referem-se a uma gama de subprodutos derivados do
oxigénio diatdmico (O,), incluindo tanto radicais livres quanto outras espécies, como
o peréxido de hidrogénio (H,O,), o radical anion superéxido (O,”) e o radical
hidroxila (HO™) (SOUSA et al., 2007). Elas surgem a partir da oxidagédo ou reducao
incompleta do oxigénio (GECHEYV et al., 2006), e sua estrutura eletrénica favorece a
formacéo de radicais livres (IGHODARO; AKINLOYE, 2018). Essas espécies podem
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ser produzidas de forma endodgena, a partir de fontes como NADPH oxidase,
peroxissomos e mitocondrias, ou estimuladas externamente por fatores como
radiacéo UV, poluentes e outros oxidantes (VELOSSA et al., 2021)

Durante a respiracdo celular, o oxigénio molecular (O;) € completamente
reduzido, resultando na formacédo de duas moléculas de agua (H,O). No entanto,
quando o oxigénio é parcialmente reduzido, a concessdo de apenas um elétron ao
invés de quatro, resulta na formacao do radical anion superéxido (O,7). Esse radical
€ posteriormente convertido em peroxido de hidrogénio (H,O,) apds receber mais
um elétron e dois ions de hidrogénio, nessa etapa a degradacdo dessas moléculas é
catalisada pela presenca de elementos metalicos, como o manganés (MnSOD).
Contudo, a alta probabilidade de interacao entre o H,O, e 0 O27, resulta na formacéo
do radical hidroxila (OH™), considerado altamente reativo e nocivo, responsavel por
causar danos no DNA e desencadear a peroxidacdo lipidica, uma ocorréncia em
cadeia que afeta os acidos graxos poliinsaturados, levando a alteracdes celulares
permanentes (FERREIRA & MASTSUBARA., 1997; GATE et al., 1999; CHELIKANI
et al., 2004; AGARWAL et al., 2005; GUERIN et al., 2001).

Para proteger o organismo dos efeitos deletérios do estresse oxidativo, as
espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo neutralizadas pela glutationa. Nesse
processo, a enzima glutationa peroxidase catalisa a dismutacdo do H,O, em agua,
utilizando a glutationa reduzida (GSH), que a partir da oxidagéo transforma-se em
glutationa oxidada (GSSG). A conversao da GSH em GSSG é mediada pela
presenca de NADPH, mantendo o equilibrio redox celular e protegendo as funcdes
biol6gicas (Figura 2) (AGARWAL et al.,, 2005; MEISTER & ANDERSON, 1983;
HALL, 1999).
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Figura 2 — llustracdo esquematica da geracao de EROs e suas consequéncias na
funcao celular
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Fonte: Adaptado de VELEZ-PARDO et al. (2007).

3.1.4 Estresse oxidativo durante a PIVE

Na PIVE, as condi¢cbes de cultivo e os processos de manipulacdo celular
podem gerar estresse oxidativo, resultando em um desequilibrio entre agentes
oxidantes e antioxidantes. Esse desequilibrio pode desencadear diversos danos aos
oocitos e embrides por meio das EROs (TAMURA et al., 2013). Para equilibrar o
potencial danoso, as células contam com um sistema de defesa enzimatico contra o
estresse oxidativo, que inclui glutationa, superéxido dismutase, catalase e
tioredoxina — moléculas associadas a melhoria na conversdo de o00citos em
blastocistos em diversas espécies (TAKAHASHI, 2012). A glutationa, em particular,
tem sido associada ao aumento na taxa de blastocistos quando embrides bovinos
sao cultivados em uma atmosfera ndo controlada, devido a reducdo do estresse do
reticulo endoplasmatico (YOON et al., 2014).

Sabe-se gque as células possuem um sistema de defesa antioxidante, dividido
em duas categorias: enzimatico e ndo enziméatico. O sistema enziméatico tem origem
endogena, ou seja, é produzido pelo proprio organismo, enquanto o sistema nao
enzimatico € obtido de forma exdégena (HALLIWELL; CROSS, 1994). Quando a
producdo de EROs excede a capacidade dos sistemas enzimaticos e nao

enzimaticos de neutraliza-las, ocorre um desequilibrio que leva ao estresse
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oxidativo, causando danos celulares e estimulando mecanismos de apoptose nas
células (WANG et al., 2012). Em embrides, os danos causados por esse fendmeno
incluem peroxidacdo lipidica da membrana, oxidacdo de aminoacidos e &cidos
nucleicos, e danos diretos ao DNA (TAMURA et al., 2013). Esses efeitos resultam
em bloqueios na maturacéo oocitaria e no desenvolvimento embrionario (GUERIN;
EL MOUATASSIM; MENEZ, 2001; JUKNAT et al., 2005; MATSUZUKA et al., 2005;
WANG et al., 2012).

3.1.5 Impacto da melatonina sobre genes de vias antioxidantes, apoptoticas e

de desenvolvimento

Entende-se que a adicdo de melatonina nas etapas da PIVE traz beneficios
as estruturas cultivadas, principalmente devido ao seu papel direto e indireto como
antioxidante. Além disso, esse hormonio também contribui para a regulacéo positiva
das enzimas superoxido dismutase 1 (ZnSOD) e 2 (MnSOD) em células do cumulus,
0 que reduz a fragmentacdo nuclear e diminui a producdo de EROs em odcitos
durante a MIV (RODRIGUES-CUNHA et al.,, 2016). Tatemoto (2000, 2001)
documentou que o conteudo de glutationa peroxidase (GPX1) de odcitos desnudos
foi significativamente reduzido ap6s a MIV, e a exposicdo a EROs resultou em
aumento da morte celular programada (apoptose) em comparacdo a odécitos nao
desnudos. Esses dados mostram que a protecdo dos odcitos pelas células do
cumulus contra o estresse oxidativo durante a MIV melhorou de forma eficaz a
aquisicdo da competéncia necessaria para o desenvolvimento poés-fertilizacéo,
justamente devido ao aumento significativo das concentracdes de GPX1.

A suplementacdo de odcitos com melatonina inserida em nanocapsulas de
nacleo lipidico aumenta a expressdo de glutationa peroxidase (GPX1) e SOD2,
enquanto reduz a expressdo de CASP3 (caspase-3) e BAX (BCL-2 associated
protein X). Essa abordagem néo so eleva a PIVE, como também reduz os niveis de
EROs e nucleos apoptéticos (REMIAO et al., 2016). Em adic&o, constatou-se que a
melatonina reduz a organizacdo aberrante do fuso, aumenta a produgcdo de
adenosina trifosfato, melhora o desenvolvimento dos odcitos, diminui a taxa de
apoptose e regula negativamente BAX e CASP3, além de regular positivamente
BCL2 (LIANG et al., 2017). Quando odcitos em fase de vesicula germinativa foram
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suplementados com melatonina durante a MIV, houve uma melhoria no
desenvolvimento embrionario e no numero total de células apés a FIV, além de uma
regulacdo positiva de GDF9, MARF1 e DNMT1a (TIAN et al., 2014). Por fim,
também foi relatado que a melatonina, quando adicionada durante o CIV, aumentou
a qualidade e a taxa de desenvolvimento embrionario, prevenindo a apoptose
(NIKNAFS; MEHDIPOUR; ROUSHANDEH, 2014). Além de demonstrar aumento nas
proteinas SOD e BCL2, enquanto reduz CASP3 e p53, favorecendo o
desenvolvimento de embrides gerados por transferéncia nuclear de células
somaticas (SALEHI; KATO; TSUNODA, 2014).

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local do experimento

A PIVE foi realizada no Laboratério de Investigacdo da Fisiologia do
Endométrio e do Embrido (LIFE), Universidade Estadual “Julio de Mesquita Filho”
(UNESP) de Dracena, estado de Sdo Paulo, Brasil. As analises por RT-gPCR e a
estatistica foram realizadas no Laboratério de Fisiologia e Endocrinologia Molecular
(LFEM), situado no Centro de Biotecnologia em Reproducdo Animal da Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da Universidade de Sao Paulo (USP),
cidade de Pirassununga, estado de Sao Paulo, Brasil. Todos os procedimentos
realizados no referido estudo, foram aprovados pela Comissédo de Etica no Uso de
Animais da FCAT, UNESP, Certificado n° 06/2021.

4.2 Obtencdao e selecao dos odcitos

Os odcitos foram obtidos a partir de ovarios de fémeas bovinas da raca
Nelore (Bos taurus indicus) provenientes do Frigorifico ACOVACAT, sediado na
cidade de Tupd, estado de Sao Paulo, localizada a aproximadamente 100km de
Dracena. Os ovarios foram colhidos imediatamente apés o abate e acondicionados
em garrafa térmica contendo solucao fisiologica (NaCl 0,9%) a uma temperatura de
37°C e transportados ao laboratorio (LIFE). No laboratério, os ovarios foram
desinfetados com alcool etilico hidratado 70% e enxaguados trés vezes em solucao
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salina (NaCl 0,9%) a 37°C. Com o uso de uma seringa de 10 mL acoplada a uma
agulha 40 x 1,2 mm (18G), foliculos com o diametro de 2 a 8 mm foram aspirados e
o fluido folicular obtido foi depositado em tubos c6nicos estéreis de 15 mL mantidos
a 37°C em banho-maria.

A fracdo sedimentada dos odcitos no fundo de cada tubo, foi transferida para
placas de poliestireno 100 x 20 mm de diametro juntamente com 2 mL de fluido
folicular. Utilizando um estereomicroscopico (Nikon SMZ800N, Tokyo, Japao), os
oocitos foram rastreados, avaliados e categorizados em graus |, Il ou |l
(STOJKOVIC et al., 2001). Foram utilizados somente estruturas classificadas como
grau | (o6cito com citoplasma homogéneo e multiplas camadas de células cumulus
compactas) e Il (heterogeneidade discreta no citoplasma oocitario e mais de 5
camadas compactas de células do cumulus).

Os oocitos selecionados foram acondicionados em placa de Petri de 35 mm,
contendo 1 mL de meio de lavagem [Gibco™ Medium 199 - Gibco 31100035 com
bicarbonato, albumina sérica bovina (5mg/mL), piruvato (2 pL/ml de solucdo a 100
mM) e amicacina (75 pL/mL)]. Em seguida, foram distribuidos de forma equitativa
entre os diferentes grupos experimentais, onde cada repeticdo experimental utilizou-

se de 14 a 25 odcitos por tratamento.

4.3 Preparo da Melatonina

A melatonina (M5250, Sigma Aldrich) foi diluida em dimetilsulféxido (DMSO,
D2650, Sigma Aldrich) em uma solucdo base de 0,2 M, que foi diluida em série em
meio de maturacdo oocitaria (quando utilizada na MIV) elou cultivo embrionario
(quando utilizada no CIV) de forma que atingisse as concentragées de 0,01 nM (101
M), 10 nM (10® M) e 10000 nM (10°° M). A concentragdo intermediaria (108 M),
utilizada no referido estudo, foi escolhida com base na literatura, que indicava
valores entre 107 e 10° M como ideais (WANG et al., 2014a; TIAN et al., 2014).
Independente da concentracdo de melatonina utilizada, padronizou-se a
concentragéo de 0,01% de DMSO (diluente da melatonina) no meio de cultivo, para
todos os grupos de tratamento. A manipulacdo da melatonina foi realizada em
ambiente com baixa luminosidade e as aliquotas, acondicionadas em tubos de 1,5

mL foram envolvidas por folhas de aluminio para protecdo contra a luz.
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4.4 Organizacao experimental

O estudo foi dividido em trés experimentos, onde as concentragbes de 0,01
nM (10t M), 10 nM (108 M) e 10000 nM (10° M) de melatonina (M5250, Sigma
Aldrich) foram utilizadas no meio de cultivo exclusivamente na MIV (Experimento 1),
exclusivamente no CIV (Experimento 2) e na MIV e CIV (Experimento 3). Em todos
0s experimentos a producdo embriondria foi avaliada no D3 (taxa de clivagem), D7
[blastocistos totais e por categoria (blastocisto inicial, blastocisto intermediario,
blastocisto expandido e blastocisto eclodido) e taxa de blastocisto] e D9 [blastocistos
totais, blastocistos por categoria (blastocisto inicial, blastocisto intermediario,
blastocisto expandido e blastocisto eclodido) e taxa de ecloséo]. No Experimento 1,
foram avaliados os transcritos OCT4 (POU class 5 homeobox 1), marcador de
qualidade embrionaria especificamente ligado a pluripoténcia celular; SOD2
(superoxide dismutase 2), gene protetor contra o estresse oxidativo mitocondrial,
GPX1 (glutathione peroxidase 1), gene protetor do estresse oxidativo celular; BAX
(BCL2 associated X), gene ativador de apoptose, utilizando-se do RPS9 (ribosomal
protein S9) e ACTB (beta-actin) como genes de referéncia, conforme apresentado

na Figura 3.

Figura 3 — Organizacao experimental

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.4.1 Experimento 1. Foram avaliados os efeitos da adicdo de diferentes
concentracfes de melatonina ao meio de maturacao in vitro de odcitos bovinos nos
dias D3 (taxa de clivagem), D7 [numero de blastocistos totais e por categoria
(blastocisto inicial, blastocisto intermediario, blastocisto expandido e blastocisto
eclodido) e taxa de blastocisto] e no D9 [numero de blastocistos totais, blastocistos
por categoria (blastocisto inicial, blastocisto intermediario, blastocisto expandido e
blastocisto eclodido) e taxa de eclosdo]. Os odcitos (15 a 25 estruturas) foram
distribuidos em 4 grupos experimentais: meio base de MIV acrescido com 0,01% de
dimetilsulféxido (DMSO) igual a concentracdo presente nos demais tratamentos
(Grupo controle); meio base de MIV acrescido de 10000 nM de melatonina; meio
base de MIV acrescido de 10 nM de melatonina e meio base de MIV acrescido de
0,01 nM de melatonina. Apds a maturacdo, os odcitos foram fertilizados em meio de
FIV e, posteriormente, foram cultivados em meio de CIV. Foram realizadas 7
repeticdes, que totalizaram 117 odcitos por grupo de tratamento. Para o RT-gPCR
foram utilizados pools compostos de 3 embribes, sendo avaliados 6 pools (18
embrides) no grupo controle, 5 pools no grupo 10 nM (15 embrides) e 4 pools no
grupo (12 embrides) no grupo 10000 nM. O grupo suplementado com 0,01 nM de
melatonina ndo produziu um numero de embribes suficientes que gerasse a

guantidade minima de RNA, para que se procedesse com a RT-gPCR.

4.4.2 Experimento 2. Foram avaliados os efeitos da adicdo de diferentes
concentracfes de melatonina ao meio de cultivo in vitro de embrides bovinos nos
dias D3 (taxa de clivagem), D7 [numero de blastocistos totais e por categoria
(blastocisto inicial, blastocisto intermediario, blastocisto expandido e blastocisto
eclodido) e taxa de blastocisto] e no D9 [numero de blastocistos totais, blastocistos
por categoria (blastocisto inicial, blastocisto intermediario, blastocisto expandido e
blastocisto eclodido) e taxa de eclosdo]. Os odcitos (15 a 25 estruturas) foram
maturados em meio base de MIV. Apds a fertilizacdo, os possiveis embrides foram
distribuidos em 4 grupos experimentais: meio base de CIV acrescido com 0,01% de
dimetilsulféxido (DMSO) igual a concentracdo presente nos demais tratamentos
(Grupo controle); meio base de CIV acrescido de 10000 nM de melatonina; meio
base de CIV acrescido de 10 nM de melatonina e meio base de CIV acrescido de
0,01 nM de melatonina. Foram realizadas 5 repeticdes, que totalizaram 105 odcitos

por grupo. No experimento 2 ndo houve producéo suficiente de embrides para que
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se pudesse proceder com as analises por RT-gPCR, assim foi possivel avaliar

apenas a producdo embrionaria e ndo a qualidade embrionaria.

4.4.3 Experimento 3. Foram avaliados os efeitos da adicdo de diferentes
concentracfes de melatonina ao meio de maturacéo in vitro oécitos e cultivo in vitro
de embrides bovinos nos dias D3 (taxa de clivagem), D7 [numero de blastocistos
totais e por categoria (blastocisto inicial, blastocisto intermediério, blastocisto
expandido e blastocisto eclodido) e taxa de blastocisto] e no D9 [nUmero de
blastocistos totais, blastocistos por categoria (blastocisto inicial, blastocisto
intermediéario, blastocisto expandido e blastocisto eclodido) e taxa de eclosdo]. Os
od6citos (10 a 17 estruturas) e embrides foram cultivados em 4 grupos experimentais:
meio base de MIV para odcitos e CIV para embrides acrescido com 0,01% de
dimetilsulféxido (DMSO) igual a concentracdo presente nos demais tratamentos
(Grupo controle); meio base de MIV para odécitos e CIV para embrides acrescido de
10000 nM de melatonina (Grupo 10000); meio base de MIV para odcitos e CIV para
embrides acrescido de 10 nM de melatonina (Grupo 10) e meio base de MIV para
oocitos e CIV para embrides acrescido de 0,01 nM de melatonina (Grupo 0,01).
Foram realizadas 5 repeticbes, que totalizaram 85 od6citos por grupo. No
experimento 3 ndo houve uma producdo suficiente de embrides para que se
pudesse proceder com as andlises por RT-gPCR, assim foi possivel avaliar apenas

a producdo embrionaria e nao a qualidade embrionéria.

4.5 Maturacéo in vitro (MIV) dos odcitos

Os odcitos selecionados foram lavados trés vezes em meio de lavagem
[Gibco™ Medium 199 - Gibco 31100035 com bicarbonato, contendo albumina sérica
bovina (5 mg/mL), piruvato (2 pL/ml de solucdo a 100 mM), amicacina (75 pL/mL)],
sendo que para cada uma das lavagens foi utilizado 50 uL de meio. Em seguida,
foram lavados por mais trés vezes, onde em cada lavagem utilizou-se 50 pL do meio
especifico do tratamento aplicado na MIV. Os odcitos de cada grupo foram
maturados em meio base para MIV [Gibco™ Medium 199 com bicarbonato,
contendo albumina sérica bovina (5 mg/ml), piruvato (2 pL/ml de solugdo a 100 mM),
amicacina (75 pL/mL), horménio foliculo estimulante (20 pL/mL) e hormonio

luteinizante (2uL/mL)] acrescido de soro fetal bovino (10%) contendo ou néo
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melatonina nas diferentes concentracbes (0,01 nM, 10 nM e 10000 nM, além do
grupo controle acrescido com 0,01% de DMSO). Os odcitos foram cultivados em
placas de Petri 35 mm, livres de nucleases, em gotas com 100 pL de meio onde
foram alocadas de 14 até 25 estruturas/gota, dependendo da repeticdo. As gotas
contendo o meio de cultivo e os odcitos foram submersas em 6leo mineral especifico
para cultivo (BotuFIV® Oleo para Cultivo). O cultivo foi realizado em incubadora de
alta tensdo de O2, atmosfera Umida com 5% de CO2 a 38,5°C; durante 24 horas
(Figura 4).

Figura 4 - Odcitos em diferentes estagios da maturacéo in vitro
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Fonte: Elaborado pelo autor.
4.6 Fertilizacdo in vitro (FIV) dos odcitos

ApOs os odcitos terem sido maturados por 24 horas, foram lavados em uma
gota contendo 50 puL de meio de lavagem [Gibco™ Medium 199 - Gibco 31100035
com bicarbonato, contendo albumina sérica bovina (5 mg/ml), piruvato (2 pL/ml de
solugdo a 100 mM), amicacina (75 pL/mL)]. Em seguida, os odcitos foram lavados
por trés vezes, onde em cada lavagem foi utilizado 50 pL de meio base para a
fertilizagéo [TL Stock acrescido de albumina sérica bovina (6 mg/mL), piruvato (2
puL/mL de solucdo a 100 mM), gentamicina (75 pg/mL), heparina (3 pg/mL) e solugéao
de penicilamina, hipotaurina e epinefrina (44 pL/mL)]. Em seguida, os odcitos foram

transferidos para gotas com 100 pL de meio base para fertilizacdo contidas em
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placas de Petri 35 mm livres de nucleases (Figura 5), onde cada gota acomodou até

25 estruturas.

Figura 5 - Esquema de fertilizac&o in vitro dos o6citos
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Fonte: Elaborado pelo autor.

4.7 Preparo do sémen para a fertilizag&o in vitro (FIV)

Palhetas de sémen derivadas de um unico touro da raca Nelore e de uma
Gnica partida, foram utilizadas nos trés experimentos, onde uma palheta foi utilizada
a cada repeticdo. A palheta armazenada em nitrogénio liquido, foi descongelada a
36°C em descongelador automatico de sémen e embrides (WTA, Watanabe
Biotecnologia Aplicada Ltda. Brasil) durante 30 segundos. Posteriormente, o
conteudo da palheta foi transferido para um microtubo de 1,5 mL contendo um
gradiente descontinuo de silica coloidal [Meio BotuFIV® Sperm Select
(Botupharma®, Botucatu, Sao Paulo, Brasil) particulas de silica coloidal], onde foram
utilizados 400 pL a 90% abaixo e 400 pL a 45% acima, sendo o gradiente superior
resultante da diluicdo de 200 pL de silica coloidal em 200 pL de TL sémen [TL Stock,
piruvato (2 uL/mL de solucdo a 100 mM), gentamicina (75 pug/ml)]. O microtubo foi
centrifugado a 1300 x g durante cinco minutos em temperatura ambiente (Figura 6).
O pellet resultante (50 pL) foi reservado; 5 pyL do pellet foi transferido para um
microtubo contendo 195 pL de &gua deionizada. Em seguida, 10 pL dessa diluicdo
foi depositada em uma Camara de Neubauer para avaliagdo da concentracéo
espermatica e motilidade (%). Outros 5 pL do pellet foram transferidos para um

microtubo contendo 50 pL de meio base para fertilizacdo [TL Stock acrescido de
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albumina sérica bovina (6 mg/mL), piruvato (2 pL/mL de solucdo a 100 mM),
gentamicina (75 pg/mL), heparina (3 pg/mL) e solucéo de penicilamina, hipotaurina e
epinefrina (44 pL/mL)]. Ap6s a avaliagdo da concentracdo e motilidade, a para
obtencdo do volume de meio base (uL) para fertilizacdo in vitro necessério para
diluicdo do pellet remanescente foi utilizada a seguinte formula [(volume do pellet x

motilidade x concentracdo espermatica) / 100 - volume do pellet].

Figura 6 - Esquema de separacao de sémen a partir de diferentes densidades de
Select SPERM (Botupharma®)
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Fonte: Elaborado pelo autor.

4.8 Fertilizag&o in vitro (FIV)

fosse obtida a concentracdo de 1 x 10° espermatozoides/mL, de maneira que o
volume final de cada gota fosse de 100 pL. As gotas foram submersas em BotuFIV®
Oleo para cultivo. A fertilizag&o in vitro foi realizada em incubadora de alta tensao de

02, atmosfera tmida com 5% de CO:za 38,5°C; durante 18 horas.
4.9 Cultivo in vitro (CIV) dos embrides

ApoOs as 18 horas de FIV, os possiveis embrides foram desnudados por
sucessivas “pipetagens” com o objetivo de remogao das células do cumulus
excedentes. Para tal procedimento, foram utilizados 50 pL de meio de lavagem
[Gibco™ Medium 199 - Gibco 31100035 com bicarbonato, contendo albumina sérica
bovina (5 mg/mL), piruvato (2 pL/ml de solucdo a 100 mM), amicacina (75 pL/mL)]

suplementado com 10% de SFB. Em seguida, os presumiveis embrides foram
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lavados trés vezes em meio de lavagem. Para cada uma das lavagens foi utilizado
50 pL de meio de lavagem. Logo apos, os embrides foram lavados por mais trés
vezes, onde para cada uma das lavagens foi utilizado 50 pL do meio especifico de
tratamento a ser aplicado no CIV. Os embrides foram cultivados em meio base
[fluido sintético de oviduto, acrescido de soro fetal bovino (2,5%) e piruvato (2 pL/mL
de solucdo a 100 mM)] acrescido de 2,5% de SFB, contendo ou ndo melatonina nas
diferentes concentracdes (0,01 nM, 10 nM e 10000 nM, além do grupo controle
acrescido com 0,01% de DMSO). As gotas foram submersas em BotuFIV® 6leo para
cultivo. Os provaveis zigotos foram cultivados em incubadora de alta tensdo de Oz,
atmosfera umida com 5% de CO: a 38,5°C; durante nove dias, onde o dia da FIV foi

estabelecida como o dia zero (DO0).

4.10 Avaliacao do desenvolvimento embrionério

A taxa de clivagem foi avaliada no D3 do CIV, onde as estruturas foram
classificadas em clivadas ou nédo clivadas. No D7 e D9 os blastocistos foram
classificados morfologicamente em blastocisto inicial, blastocisto intermediario,
blastocisto expandido e blastocisto eclodido (Figura 7). No D7 a taxa de blastocisto
foi determinada pelo [(nimero de blastocistos observados/nimero de presumiveis
embrides cultivados) x 100]. No D9, a taxa de eclosao foi determinada pelo [(nimero
de blastocistos eclodidos / nimero de presumiveis embrides cultivados) x 100]
(Figura 8).
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Figura 7 - Esquematizacéo do desenvolvimento dos blastocistos
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Inicial (Bi

2) Blastocisto
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5) Blastocisto
Eclodido (Be)

4) Blastocisto em
processo de eclosao

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 8 - Blastocisto eclodido (1) e blastocisto expandido (2) registrados no dia 9

de cultivo

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.11 Armazenamento dos embrides para analise por RT-gPCR

Apés a avaliacdo da taxa de eclosdo no D9, os blastocistos eclodidos foram
lavados em trés gotas de 50 pL de solugéo salina tamponada com fosfato [PBS 1X,

pH 7.4 (Nova Biotecnologia, Brasil)], suplementado com 4% de albumina sérica
bovina (A9647, Sigma Aldrich). Os blastocistos foram armazenados individualmente
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ou reunidos em pools de trés embrides com aproximadamente 3 uL do meio da
Gltima gota de lavagem em microtubo de 500 pL que foi acondicionado em tubo
criogénico de 2 mL (43012, SPL Life Sciences). Os embrides foram armazenados
em nitrogénio liquido o para posterior analise por RT-qPCR.

4.12 Transcricdo reversa seguida da reacdo em cadeia da polimerase
guantitativa (RT-gPCR)

O RNA total foi extraido usando PicoPure RNA Isolation Kit (ThermoFisher
Scientific KIT0204/KIT0214), de acordo com as instru¢cdes do fabricante. A
concentracdo e pureza do RNA total extraido das amostras foi determinada usando
espectrofotometria (NanoVue; GE Healthcare), onde os valores das razbes de
absorbancia (A260/280) variaram entre 1,7 e 2. Amostras de RNA (300 ng) de
embrides foram tratadas com DNase | (Invitrogen, DNase | Amplification Grade, Ref.
18068-015, CA, USA) e reacOes de transcricdo reversa de cDNA (Applied
Biosystems, High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, Ref. 4368814, Foster
City, CA). A RT-gPCR foi realizada usando corante SYBR Green (Applied
Biosystems Inc.). As reacdes de RT-gPCR e a deteccdo de fluorescéncia foram
realizadas no termociclador Step One Plus Real-Time PCR System programado para
iniciar com estagio de espera (95°C por 10 minutos), seguido por 40 ciclos
compostos por fase de desnaturacdo (95°C por 15 segundos) e anelamento e
extensdo (60°C por 1 minuto). A curva de dissociacdo (melting) foi obtida
imediatamente apds a amplificacdo permanecendo a 95°C por 15 minutos, passando
a 60°C por 1 minuto e voltando a 95°C por 15 minutos. Para cada gene, diferentes
concentracdes de primers foram testadas (150 nM, 300 nM, 450 nM ou 600 nM).
Para o referido teste de concentracdo utilizou-se um pool de amostras de cDNA
diluido em 1:20. Para todas as concentragfes testadas avaliou-se a eficiéncia da
amplificacéo, falta de amplificagcdo no controle negativo e analise da curva de
melting. Depois de eleita a melhor concentracdo para cada primer, elaborou-se uma
curva padrdo composta por cinco pontos de pool de cDNA diluido em série de 1:5,
1:10, 1:20, 1:40 e 1:80. Cada ponto da curva foi testado em duplicata. A eficiéncia de
amplificacédo foi calculada pela equacdo: Foram consideradas validadas as curvas
padrdao com eficiéncia entre 70 e 100% e coeficiente de determinacdo da equacgéao

de regresséo (R?) 2 0,88. Os genes de referéncia foram validados e utilizados como
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housekeeping apdés determinacdo da estabilidade de expressdo por meio do
software geNorm (VANDESOMPELE et al., 2002). Apés a validacédo, os genes RPS9
(ribosomal protein S9) e ACTB (beta-actin) foram utilizados como referéncia. A
média geométrica da abundancia desses dois genes foi usada para a normalizacédo
da abundancia dos genes alvo. No Experimento 1, os transcritos OCT4 (POU class 5
homeobox 1), marcador de qualidade embrionaria especificamente de pluripoténcia
celular, SOD2 (superoxide dismutase 2), antioxidante mitocondrial; GPX1
(glutathione peroxidase 1), antioxidante celular; e BAX (BCL2 associated X), ativador
de apoptose; além dos genes de referéncia RPS9 (ribosomal protein S9) e ACTB
(beta-actin). Também foram testados, mas nao validados, os genes CDX2 (caudal
type homeobox 2), TP53 (tumor protein p53), BCL2 (BCL2 apoptosis regulator) e
CASP3 (caspase 3). As caracteristicas dos primers validados estdo apresentadas na
Tabela 4. A Tabela 5 apresenta os dados de validacdo dos oligonucleotideos
iniciadores e da concentracdo das amostras dos genes alvo e de referéncia para RT-

gPCR de embrides bovinos no D9.

Tabela 4 — Nomenclatura, sequéncias forward (F) e reverse (R), funcdo, nimero
GenBank e artigo de referéncia dos oligonucleotideos iniciadores utilizados na
avaliacao de blastocistos bovinos eclodidos produzidos in vitro no D9 (DO = dia da
FIV) pela técnica de RT-gPCR

Nomenclatura Sequéncia forward (F) e reverse (R) Funcéo GenBank Referéncia
OCT4 (POU class 5 F. TGGAGGAAGCTGACAACA Pluripoténcia CINTRA et al.,
homeobox 1) R. ATGTGGCTAATTTGCTGCA celular 2022
SOD2 (superoxide F. AGCACGAGCAGGAGACTGGT Antioxidante CINTRA et al.,
dismutase 2) R. GACGTTGAGGTTGTTCACGTAG mitocondrial 2022
] o CANON-
GPX1 (glutathione  F. GCAACCAGTTTGGGCATCA Antioxidante .
] NM_174076 BELTRAN et
peroxidase 1) R. CTCGCACTTTTCGAAGAGCATA celular
al., 2020
BAX (BCL2 F. TGTTTTCTGACGGCAACTTCA Pré- CINTRA et al.,
associated X) R. CGAAGGAAGTCCAATGTCCAG apoptotico 2022
RPS9 (Ribosomal F. GAGCTGGGTTTGTCGCAAA Gene de DT860044 HUGHES et al.,
protein S9) R. GGTCGAGGCGGGACTTCT referéncia 2017
) F. GGATGAGGCTCAGAGCAAGAGA Gene de BETTEGOWDA
ACTB (beta-actin) ] NM_173979.3
R. TCGTCCCAGTTGGTGACGAT referéncia et al., 2006

Fonte: Mendes (2024)
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Tabela 5 - Dados de validagédo dos oligonucleotideos iniciadores e da concentracao
das amostras dos genes alvo e de referéncia para RT-qPCR de embrides bovinos

aos 9 dias de desenvolvimento

Nomenclatura OCT4 SOD2 GPX1 BAX RPS9 ACTB
-~ Gene Gene Gene Gene Gene de Gene de
Classificacdo do gene ) )
alvo alvo alvo alvo referéncia referéncia
Concentracdo do primer (nM) 150 300 300 150 300 300
Diluicdo da amostra 1:20 1:20 1:20 1:20 1:20 1:20
Eficiéncia de amplificagcao (%) 102,43 98,14 96,03 106,70 103,70 99,42

Fonte: Mendes (2024)

4.13 Andalise Estatistica

A analise estatistica foi conduzida utilizando o software SAS (versdo 9.2, SAS
Institute Inc., Cary, NC, EUA), considerando a gota de cultivo como unidade
experimental. As taxas de desenvolvimento embrionario foram submetidas a analise
de variancia (ANOVA), seguida de contrastes para comparar 0S grupos. grupo
controle vs. todas as concentracdes de melatonina, grupo controle vs. 10000 nM de
melatonina, e 0,01 nM vs. 10000 nM de melatonina. Os resultados das taxas de
desenvolvimento embrionario sdo apresentados como média = erro padrdao da
média.

A abundancia dos transcritos foi analisada por ANOVA utilizando o efeito fixo
do tratamento, empregando o PROC MIXED do SAS (versao 9.2, SAS Institute Inc.,
Cary, NC, EUA), com o pool de embrides como unidade experimental. Os resultados
sdo apresentados como média + erro padrdo da média (EPM). Em todas as analises,
a significancia foi considerada para valores de P < 0,05, enquanto P > 0,05 e < 0,1
foi interpretado como tendéncia.

5 RESULTADOS

5.1 Experimento 1

5.1.1 Taxa de clivagem em D3
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Como mostrado na Figura 9, a adicdo de melatonina na MIV néo teve efeito
sobre a taxa de clivagem (P = 0,5694), tanto na comparacao entre os diferentes

grupos de tratamento quanto na analise dos contrastes.

Figura 9 — Experimento 1. Efeitos da adicdo de diferentes concentracbes de
melatonina (0, 0,01, 10 ou 10000 nM) durante a maturacao in vitro (MIV) de odécitos
bovinos sobre a taxa de clivagem dos embrides no Dia 3 (DO = dia da FIV). Os

valores séo apresentados como média * erro padréo
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ANOVA: P = 0.5694

0 nMvs. todas as concentracoes: P = 0.8699
0vs. 10000 nM: P = 0.6515

0.01 vs. 10000 nM: P = 0.6963

5.1.2 Producao de embrides em D7

Como mostrado na Figura 10, a adicdo de melatonina para todas as

concentragbes avaliadas ndo aumentou o numero de blastocistos iniciais (P

0,2685), blastocistos intermediarios (P = 0,3556), blastocistos expandidos (P
0,5876), blastocistos eclodidos (P = 0,2088), blastocistos totais (P = 0,2659) e taxa
de blastocisto (P = 0,3802). Na comparacdo por contrastes, observou-se uma
tendéncia para um maior numero de blastocistos eclodidos (P = 0,0686) e totais (P =
0,0892) no grupo 10000 nM comparado ao grupo 0,01 nM.
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Figura 10 — Experimento 1. Efeitos da adicdo de diferentes concentracdes de
melatonina (0, 0,01, 10 ou 10000 nM) durante a maturacéo in vitro (MIV) no nimero
de blastocistos iniciais, intermediarios, expandidos, eclodidos, totais e na taxa de
blastocisto geral no D7 (DO = dia da FIV). Os valores sdo apresentados como média
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5.1.3 Producao de embrides em D9

Como mostrado na Figura 11, a adicdo de melatonina para todas as
concentragbes avaliadas ndo aumentou o numero de blastocistos iniciais (P =
0,6292), blastocistos intermediarios (P = 0,1198), blastocistos expandidos (P =
0,6815), blastocistos eclodidos (P = 0,2829), blastocistos totais (P = 0,0899) e taxa
de blastocisto (P = 0,4031). Na comparacado por contrastes, observou-se uma
tendéncia para um menor numero de blastocistos intermediarios (P = 0,0884) no
grupo 10000 nM comparado ao grupo 0 nM. Observou-se também um maior nimero
de blastocistos totais (P = 0,0216) no grupo 10000 nM comparado ao grupo 0,01 nM
e uma tendéncia (P = 0741) de maior numero de blastocistos eclodidos no grupo

10000 nM comparado ao grupo 0,01 nM.
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Figura 11 — Experimento 1. Efeitos da adicdo de diferentes concentracdes de
melatonina (0, 0,01, 10 ou 10000 nM) durante a maturacao in vitro (MIV) no nimero
de blastocistos iniciais, intermediarios, expandidos, eclodidos, totais e na taxa de
blastocisto geral no D9 (DO = dia da FIV). Os valores sdo apresentados como média
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5.1.4 Expressdao génica de blastocistos eclodidos em D9

Como mostrado na Figura 12, a adicdo de melatonina nas concentracdes de
10 e 10000 nM nédo aumentou a abundéancia dos transcritos dos genes OCT4,
SOD2, GPX1 e BAX, tanto na comparacao entre os diferentes grupos de tratamento

guanto na analise dos contrastes.

Figura 12 — Experimento 1. Avaliagdo por RT-qPCR da expressao dos transcritos
OCT4 (POU class 5 homeobox 1), SOD2 (superoxide dismutase 2), GPX1
(glutathione peroxidase 1) e BAX (BCL2 associated X) em blastocistos eclodidos no
D9 (DO = dia da FIV) oriundos de oécitos suplementados com diferentes
concentragdes de melatonina (0, 10 ou 1000 nM) durante a maturagéo in vitro (MIV).

Os valores séo apresentados como média * erro padréo
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51

5.2 Experimento 2

3.2.1 Taxa de clivagem em D3

Como mostrado na Figura 13, a adicdo de melatonina no CIV nao teve efeito
sobre a taxa de clivagem (P = 0,8637), tanto na comparacao entre os diferentes

grupos de tratamento quanto na analise dos contrastes.

Figura 13 — Experimento 2. Efeitos da adicdo de diferentes concentracdes de
melatonina (0, 0,01, 10 ou 10000 nM) durante o cultivo in vitro (CIV) na taxa de
clivagem de embrides bovinos no D3 (DO = dia da FIV). Os valores sé&o

apresentados na forma de média * erro padrédo
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ANOVA: P = 0.8637

0 nMvs. todas as concentragoes: P = 0.6179
0vs. 10000 nM: P = 0.9823

0.01 vs. 10000 nM: P = 0.5789

5.2.2 Producao de embrides em D7

Como mostrado na Figura 14, a adicdo de melatonina durante o ClV, para
todas as concentracdes avaliadas, ndo afetou a producdo de blastocisto inicial,
intermediario, expandido, blastocistos totais e taxa de blastocisto.
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Figura 14 - Experimento 2. Efeitos da adicdo de diferentes concentracdes de
melatonina (0, 0,01, 10 ou 10000 nM) durante o cultivo in vitro (CIV) no nimero de
blastocistos produzidos no D7 (DO = dia da FIV) de acordo com a categoria de
blastocisto inicial, intermediario, expandido, eclodido, blastocistos totais e taxa de

blastocisto. Os valores sao apresentados na forma de média * erro padréo
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5.2.3 Producao de embrides em D9

Como mostrado na Figura 15, a adicdo de melatonina durante o CIV, para
todas as concentracdes avaliadas, ndo afetou a producdo de blastocisto inicial,

intermediario, expandido, eclodido, blastocistos totais e taxa de ecloséo.
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Figura 15 — Experimento 2. Efeitos da adicdo de diferentes concentracdes de
melatonina (0, 0,01, 10 ou 10000 nM) durante o cultivo in vitro (CIV) no nimero de
blastocistos produzidos no D9 (DO = dia da FIV) de acordo com a categoria de
blastocisto inicial, intermediario, expandido, eclodido, blastocistos totais e taxa de

eclosdo. Os valores séo apresentados na forma de média + erro padréao
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5.3 Experimento 3

5.3.1 Taxa de clivagem em D3

Como mostrado na Figura 16, a adicdo de melatonina na MIV e CIV nao teve
efeito sobre a taxa de clivagem (P = 0,6685), tanto na comparacdo entre 0s

diferentes grupos de tratamento quanto na analise dos contrastes.

Figura 16 — Experimento 3. Efeitos da adicdo de diferentes concentracdes de
melatonina (0, 0,01, 10 ou 10000 nM) durante a maturacéo in vitro (MIV) e cultivo in
vitro (CIV) na taxa de clivagem de embrides bovinos no D3 (DO = dia da FIV). Os

valores sdo apresentados na forma de média * erro padréao
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ANOVA: P = 0.6685

0 nMvs. todas as concentrac¢des: P = 0.4221
0vs. 10000 nM: P = 0.8280
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5.3.2 Producéo de embrides em D7

Como mostrado na Figura 17, a adicdo de melatonina durante a MIV e CIV,
para todas as concentracfes avaliadas, ndo afetou a producédo de blastocisto inicial,
intermediério, blastocisto expandido, blastocisto eclodido, blastocistos totais e taxa
de blastocisto.
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Figura 17 — Experimento 3. Efeitos da adicdo de diferentes concentracdes de
melatonina (0, 0,01, 10 ou 10000 nM) durante a maturacéo in vitro (MIV) e cultivo in
vitro (CIV) no nimero de blastocistos produzidos no D7 (DO = dia da FIV) produzidos
no D7 (DO = dia da FIV) de acordo com a categoria de blastocisto inicial,
intermediario, expandido, blastocistos totais e taxa de blastocisto geral. Os valores

sao apresentados na forma de média + erro padrao
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5.3.3 Producao de embrides em D9

Como mostrado na Figura 18, a adicdo de melatonina durante o CIV, para
todas as concentragcbes avaliadas, né&o afetou a producdo de blastocistos
intermediarios, expandidos, eclodidos, totais e taxa de ecloséo.
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Figura 18 — Experimento 3. Efeitos da adicdo de diferentes concentracdes de
melatonina (0, 0,01, 10 ou 10000 nM) durante a maturacgéao in vitro (MIV) e cultivo in
vitro (CIV) no nimero de blastocistos produzidos no D9 (DO = dia da FIV) de acordo
com a categoria de blastocisto intermediario, expandido, eclodido, blastocistos totais

e taxa de eclosédo. Os valores sdo apresentados na forma de média * erro padréo
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6 DISCUSSAO

Este estudo teve como objetivo investigar o efeito da melatonina em odcitos
e/ou embrides bovinos da raga Nelore utilizando trés concentragdes diferentes: 0,01
nM (1071t M), 10 nM (1078 M) e 10000 nM (107° M). O trabalho focou na comparacao
entre os grupos de tratamento, avaliando como a concentracdo de melatonina e a
etapa de adicdo influenciaram no desenvolvimento embrionario. Na MIV, a
concentracdo de 10000 nM (10™° M) mostrou-se promissora para a producdo
embrionéria quando comparada a concentracao de 0,01 nM (1071t M).

Embora a qualidade intrinseca do odcito seja fundamental para determinar a
taxa de desenvolvimento desse gameta em blastocisto, o ambiente de cultivo
também desempenha um papel critico nesse processo (YANG et al., 1998;
LUBERDA, 2005; SUGINO, 2005). Curiosamente, apesar da melatonina estar
presente no fluido folicular em concentracdes fisiologicas de aproximadamente 1,1 a
1,3 x 107'° M durante o desenvolvimento do odcito, os meios de maturagao in vitro
comumente utilizados para essas estruturas ndo incluem esse hormonio em sua
composicdo (TAMURA et al.,, 2009). Os protocolos mais comuns empregados
durante a PIVE utilizam de meio base comercial para maturacao in vitro (WALLS et
al., 2018), que contétm em sua composicdo o hormdénio FSH, responsavel por
promover a maturacdo odcitaria (BURATINI et al., 2021). Embora o FSH seja
amplamente utilizado, estudos sugerem que a melatonina isolada, em uma
concentracdo de 107° M, resulta na retomada da meiose em odécitos bovinos apos a
maturacdo, alcancando resultados similares aos obtidos com o uso de FSH
(FERNANDES, 2020). A interacdo entre os diferentes fatores e as alteracdes na
demanda metabdlica dos odcitos durante a MIV, tornaram o desenvolvimento de um
meio de cultivo fisiologicamente eficaz bastante complexo (TUTT et al., 2023). Com
base nessas dificuldades, levantou-se questbes referentes ao possivel potencial da
melatonina no desenvolvimento embrionario quando adicionada ao ambiente de
cultivo.

A administracdo dessa molécula tem sido bastante relacionada a melhora na
qualidade dos oocitos (NAKAMURA et al., 2003). Esse efeito ndo se deve apenas a
sua acdo antioxidante contra as EROs (REITER et al., 2008), mas também a sua
capacidade de reduzir a apoptose (SUCCU et al., 2014), ativar outras enzimas

antioxidantes (MEHAISEN et al.,, 2014) e melhorar a maturacdo nuclear e
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citoplasmatica dos odcitos em diferentes espécies (YANG et al., 2020; BARROS et
al., 2020; EL-RAEY et al., 2011; MAGALHAES et al., 2021; MANJUNATHA et al.,
2009).

Neste estudo, embora as concentracbes de melatonina testadas ndo tenham
mostrado efeito positivo significativo na producdo embriondria em relacdo ao grupo
controle, o experimento 1 demonstrou uma tendéncia favoravel para a concentracéo
de 10000 nM (107® M). Essa concentracdo mais elevada mostrou tendéncia para um
namero superior de blastocistos eclodidos (P = 0,0686) e totais (P = 0,0892), em
comparacao a concentracdo mais baixa de 0,01 nM (10712 M) quando adicionada a
MIV. Em consonancia com essa observagcdo, a concentracdo de 10000 nM
destacou-se por atingir uma taxa de blastocistos de 48,2% no D7, sugerindo um
impacto mais expressivo no desenvolvimento embrionario em comparacdo as
demais concentracfes analisadas.

De acordo com Silva et al. (2020), as taxas de produtividade embrionéaria
durante a PIVE quando relacionadas a adicdo de melatonina (107 pM) no meio de
cultivo durante a MIV, resultaram em taxas superiores de clivagem (52,9%), morula
(52,9%) e blastocisto (35,3%) em comparacdo ao grupo controle, que apresentou
taxas de 38,6%, 36,1% e 18,1%, respectivamente. Outros autores também relataram
gue a qualidade dos blastocistos avaliados no D7 em grupos tratados com dose de
50 ng/mL de melatonina foi significativamente maior em comparagdo ao grupo
controle, podendo-se afirmar que a molécula melhora suficientemente o meio de
cultivo e consequentemente, a qualidade das estruturas cultivadas (CORDOBA et
al., 2023). Em outras espécies, o tratamento de células doadoras de ndcleo com
melatonina na concentracdo de 107 M nao apenas aumentou a eficiéncia na
reconstrucdo de embrides clonados, mas também a incubacédo desses embrides nas
concentracbes de 10 M ou 1022 M resultou em um desenvolvimento
significativamente melhorado em embrides suinos (PANG et al., 2012).

Durante a PIVE, os odcitos e embrides sdo submetidos a concentragcfes de
oxigénio mais elevadas em comparac¢do aos produzidos in vivo (20% concentracao
atmosférica vs. 2-8% concentracdo intrauterina) (GUEMRA et al., 2013). A maior
exposicdo ao oxigénio leva a um aumento na producdo de radicais livres, como
superéxido, peréxido de hidrogénio e hidroxila (AGARWAL et al.,, 2006). Esses
radicais reagem com proteinas celulares, lipideos e DNA, causando inativagéo

enzimatica, peroxidacéo lipidica da membrana e alteracdes no DNA (KEANE et al.,
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2024). Reconhecendo que condicbes adversas podem aumentar o estresse
oxidativo durante a MIV, Cavallari et al. (2019) avaliaram o efeito da melatonina na
concentracdo de 1 pyM sobre a produgédo de espécies reativas de oxigénio (EROS)
em o0citos bovinos expostos a altas temperaturas (41°C). Os resultados mostraram
gue a melatonina reduziu a producdo de EROs nos odécitos submetidos ao choque
térmico durante a maturacdo in vitro. Diante disso, acredita-se que 0s 00citos
possivelmente enfrentem um grande desafio fisiolégico durante os procedimentos
gue antecedem o cultivo in vitro, como o transporte e a aspiragao folicular. Dessa
forma, o estresse oxidativo, tende a ser mais acentuado antes da MIV do que
durante o CIV.

Considerando a definicdo presente na literatura, um antioxidante é uma
molécula que mesmo em baixas concentracfes tem a capacidade de retardar ou
prevenir a oxidacdo de um substrato (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007). O
sistema de defesa enzimético inclui as enzimas SOD2 e GPX1, que atuam
prevenindo e controlando a formacdo de EROs, as quais estdo envolvidas na
iniciacdo das reacdes em cadeia que culminam na morte celular programada
(FERREIRA et al., 1997; GREEN et al., 2004). Diante da potencialidade dos danos
causados pelas EROs, é de extrema importancia a manutencao do equilibrio entre
as enzimas antioxidantes e as espécies pro-apoptoticas, a fim de promover a
integridade celular (FERREIRA et al., 1997; SCHNEIDER et al., 2004). Sendo assim,
0 presente estudo buscou avaliar o efeito da melatonina na expressao dos
transcritos das enzimas SOD2 e GPX1. Uma vez que, pesquisas anteriores
apontaram que a melatonina pode induzir um aumento na expressao das enzimas
antioxidantes citadas, como foi observado em estudo com hamsters (ANTOLIN et al.,
1996). Da mesma forma, experimentos in vitro indicaram que a melatonina eleva a
producdo de embrifes, diminuindo tanto os niveis de EROs quanto o niamero de
nlcleos apoptdticos, regulando positivamente as enzimas GPX1 e SOD2 (REMIAO
et al., 2016). Contudo, no contexto da maturagéo in vitro (MIV), o experimento 1
revelou que a adicdo de melatonina ndo resultou em alteragdes significativas na
expressao dessas enzimas.

Como ja discutido, as condi¢des durante a MIV podem influenciar em diversas
fungdes fisiologicas nas estruturas, incluindo os niveis de poliadenilacdo de mMRNA,
afetando assim a qualidade embrionaria (BILODEAU-GOESEELS et al., 2002). Isso

revela que as deficiéncias na competéncia de desenvolvimento observadas em
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grande parte dos odécitos maturados in vitro refletem na composicdo e na
abundancia de transcritos de RNA especificos no oécito, como mRNA, rRNA e tRNA
(TORRES-OSORIO et al., 2019). Considerando esses aspectos, foi investigado os
efeitos da melatonina no marcador de qualidade embrionéria OCT4, responsavel por
desempenhar um papel crucial na reprogramacdo epigenética, manutencdo da
pluripoténcia e no desenvolvimento embrionario adequado (HABERMANN et al.,
2007). No entanto, a expresséo diferencial do OCT4 nos blastocistos eclodidos no
D9 nao foi detectada nos grupos avaliados (controle; 10 e 10000 nM de melatonina),
contrastando com relatos cientificos de que a melatonina melhora a qualidade do
o0cito e acelera o desenvolvimento embrionario pos fertilizac&o in vitro (BARRETT et
al., 2012; XU et al., 2019; PANG et al., 2019).

Além da investigacéo sobre o efeito da melatonina em relagéo aos transcritos
responsaveis pela protecdo contra as EROs e a qualidade embrionaria, também foi
avaliado a expressado de genes associados a apoptose. As proteinas da familia BCL-
2, como BCL-XL, BAX e BAK, desempenham papéis cruciais como reguladores do
processo de morte celular, funcionando como pontos de controle intracelulares na
via comum da apoptose (GRILO et al.,, 2019; KRAMPE et al.,, 2010). No entanto
neste estudo, as analises de RT-gPCR nao revelaram diferencas significativas na
expressao dos genes sensiveis a melatonina, diferindo da literatura.

Os efeitos da melatonina podem variar conforme as etapas da PIVE e o
estagio de desenvolvimento das estruturas cultivadas. No cultivo in vitro (CIV),
apesar de diversos relatos na literatura apontarem os beneficios da melatonina
guando adicionada ao meio de CIV, os resultados do experimento 2 nao revelaram
efeitos significativos da molécula durante a etapa, independentemente da
concentragdo utilizada. Autores como Assis et al. (2014), relataram que a melatonina
atuou como antioxidante eficaz quando administrada na dose de 50 ng/mL no CIV,
mesmo na presenca de 6Oleo mineral, contribuindo para a melhoria da qualidade
embrionaria. No entanto, outros pesquisadores observaram que a melatonina
adicionada na concentragédo de 10™* M na etapa de cultivo diminuiu as taxas de
blastocistos no grupo tratado, mesmo em atmosfera controlada (7% de Oz) (PAPIS
et al., 2007). Uma possivel explicacdo para esses resultados é que, em doses mais
altas, a melatonina pode ter efeitos prejudiciais, comprometendo sua eficacia
antioxidante (PAIVA PAULA., 2017). A acéao protetora e reguladora do hormdnio no

organismo, tanto direta quanto indireta, ndo se restringem apenas a presenca de um
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receptor especifico no tecido, mas também sao influenciadas pelo tipo de receptor
presente (RODRIGUES, 2023). O hormoénio interage por meio de dois tipos de
receptores de membrana, MT1 e MT2 (HILL et al., 2015), que sdo mais comumente
encontrados em tecidos reprodutivos, como nos o0citos e Uteros de fémeas bovinas
(DUAN et al., 2022; DIRANDEH et al., 2022), ovarios de ratos (PAL et al., 2022) e
em testiculos de carneiros (GONZALEZ-ARTO et al., 2017). Parte do insucesso dos
efeitos da melatonina no experimento 2, podem estar relacionados aos receptores
citados. Uma vez que, o receptor MT1 € responsavel pelo controle da meiose
durante a maturacdo do odcito (WANG et al.,, 2021) e pela modulacdo do
desenvolvimento embrionario (WANG et al. 2014), enquanto o receptor MT2 regula a
apoptose e a proliferacéo das células da granulosa em bovinos (HE et al., 2016).

Uma outra abordagem interessante sobre a adicdo da melatonina é sua
inclusdo no meio de cultivo durante ambas as etapas mencionadas nos
experimentos 1 e 2, a fim de avaliar possiveis efeitos complementares. Contudo, no
experimento 3, que envolveu a adicdo de melatonina na MIV+CIV, ndo foram
observados efeitos positivos significativos da molécula em comparacdo ao grupo
controle. Essa adicdo despertou interesse, uma vez que o0citos e blastocistos ndo
compartiiham o mesmo sitio de ligacdo, dado que os receptores MT1 e MT2
exercem funcdes distintas, mais adequadas a cada fase de desenvolvimento das
estruturas como citado anteriormente. De acordo com Chaya (2016), a adicdo de
melatonina durante a MIV ndo melhorou a maturacdo dos o6citos nem o
desenvolvimento dos possiveis embrides durante o CIV, evidenciando que sua
adicdo simultaneamente nas etapas nao influenciou nas taxas de clivagem
embrionéria e na formacao de blastocistos.

Por fim, este estudo destaca a importancia de considerar a composicéo
genética dos odcitos e embrides ao avaliar a eficacia de diferentes abordagens na
PIVE. A escolha de bovinos da raga Nelore como modelo de estudo, pode influenciar
significativamente os resultados obtidos. A compreensdo das caracteristicas
genéticas especificas desta raca € essencial para interpretar adequadamente 0s
efeitos das intervengdes, como a suplementagdo com melatonina, e para otimizar as
estratégias de cultivo in vitro. Futuras pesquisas devem continuar a explorar como
as variacbes genéticas afetam a resposta ao tratamento, a fim de aprimorar os

resultados da PIVE e avancar o conhecimento nesta area.
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7 CONCLUSAO

Em concluséo, a adicdao de melatonina na MIV néo influenciou a expressao
dos genes OCT4, SOD2, GPX1 e BAX. Adicionalmente, demonstrou tendéncia para
melhores taxas de producdo embrionaria em comparacdo a concentracdo de 0,01
nM.
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