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RESUMO 

 

A manipulação de oócitos e embriões bovinos em condições laboratoriais promove o 

estresse oxidativo dessas estruturas limitando o sucesso da produção in vitro de 

embriões (PIVE). Diante disso, a melatonina, um hormônio com ação antioxidante, 

apresenta grande potencial de utilização na PIVE. Este estudo teve como objetivo 

avaliar os efeitos da melatonina em concentrações de 0,01, 10 e 10000 nM (Sigma 

Aldrich, M5250) durante a maturação oocitária in vitro (MIV) e/ou cultivo embrionário 

in vitro (CIV) sobre a produção e qualidade embrionária. No Experimento 1, as 

concentrações de 0 (controle), 0,01, 10 e 10000 nM foram aplicadas exclusivamente 

durante a MIV, por 24 horas. No Experimento 2, as mesmas concentrações foram 

aplicadas exclusivamente durante o CIV, ao longo dos 9 dias. No Experimento 3, as 

concentrações foram aplicadas tanto na MIV quanto no CIV. As taxas de produção 

embrionária foram avaliadas nos dias 3 (taxa de clivagem), 7 (taxa de blastocisto) e 

9 (taxa de eclosão), considerando a fertilização in vitro (FIV) como dia 0. No 

Experimento 1, a qualidade dos embriões (D9) foi avaliada por RT-qPCR, sendo 

mensurada a expressão 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 análise de variância, seguida da aplicação de 

contrastes entre os grupos com nível de significância de 5%. A taxa de clivagem não 

variou nos três experimentos. No Experimento 1, observou-se tendência para maior 

número de blastocistos eclodidos (P = 0,0686) e totais (P = 0,0892) no grupo com 

10000 nM em comparação ao grupo com 0,01 nM. No D9, houve um aumento no 

número de blastocistos totais (P = 0,0216) e uma tendência para um maior número 

de blastocistos eclodidos (P = 0,0741) no grupo com 10000 nM em comparação ao 

grupo com 0,01 nM. Não foram observadas diferenças na abundância dos 

transcritos dos genes avaliados. Nos Experimentos 2 e 3, não foram encontradas 

diferenças significativas na produção embrionária. Em conclusão, a adição de 

melatonina na MIV não altera a expressão dos transcritos OCT4, SOD2, GPX1 e 

BAX. Adicionalmente, 10000 nM melatonina exclusivamente na MIV mostra 

tendência para melhores taxas de produção embrionária, sendo essa concentração 

mais favorável que 0,01 nM. 

Palavras-chave: oócito, estresse oxidativo, bovino, embrião, 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 0 (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-qPCR, 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 INTRODUÇÃO 

 

Em 2022, a Organização das Nações Unidas para a Alimentação e Agricultura 

(FAO) reconheceu o Brasil como o país com o maior rebanho bovino comercial do 

mundo, estimado em 234,4 milhões de animais. Devido sua alta relevância na 

produção de alimentos, o país busca ferramentas para aumentar a eficiência na 

produção de proteína animal (MENDES, 2024). Entre elas, destaca-se a produção in 

vitro de embriões bovinos (PIVE), uma biotécnica eficaz e rentável de particular 

interesse nacional, que possibilita a rápida multiplicação de fêmeas bovinas com 

genética superior (SANTOS et al., 2019). 

A PIVE permite o aumento do número de descendentes por fêmea a cada 

ano, assim como a possibilidade de utilizar fêmeas doadoras de oócitos em idade 

pré-púbere, gestantes até o terceiro mês, ou ainda no período voluntário de espera 

após o parto, resultando na redução do intervalo entre gerações e acelerando o 

progresso do melhoramento genético (YANG et al., 2013; SILVA et al., 2015). 

Projeta-se que uma vaca submetida à monta natural, inseminação artificial (IA) ou 

inseminação artificial em tempo fixo (IATF) seja capaz de gerar uma prole por ano. 

No entanto, o número de descendentes aumenta significativamente quando a PIVE 

é adotada em um rebanho. Com aspirações regulares realizadas a cada 15 dias, 

uma fêmea pode produzir entre 50 e 100 embriões 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 implementação em larga escala da biotécnica impulsionou o 

desenvolvimento de biotecnologias que aprimoraram a produção comercial de 

prenhezes (BUENO e BELTRAN, 2008), incluindo a criopreservação de embriões 

(POLGE e ROWSON, 1952) e a aspiração folicular transvaginal guiada por 

ultrassonografia (NAGAI, 2001). Em uma análise mais abrangente, a técnica tem 

início com a coleta de oócitos, realizada por meio de aspiração folicular, que pode 

ser obtida de ovários de abatedouros (in vitro) ou por aspiração folicular guiada por 

ultrassonografia em doadoras (in vivo). As etapas subsequentes envolvem a 

maturação in vitro dos oócitos (MIV), seguida da fertilização in vitro (FIV) dos oócitos 

maturados e do cultivo in vitro dos embriões (CIV). Ao final desse processo, os 
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embriões podem ser transferidos para o corno uterino de uma fêmea receptora, 

fisiologicamente sincronizada com o estágio de desenvolvimento embrionário, ou 

criopreservados para transferência futura (MENDES et al., 2021). 

Com intuito de se aprimorar a PIVE, é fundamental levar em consideração as 

condições de maturação in vitro (MIV) dos oócitos bovinos, uma vez que essa etapa 

é influenciada por diversos fatores, como a composição da atmosfera gasosa, o 

meio de cultivo, a temperatura, a suplementação proteica e fatores de crescimento 

(SANTOS et al., 2002). Modificações nos meios de cultivo embrionários têm 

proporcionado avanços significativos, aumentando a taxa de produção in vitro (PIV) 

de embriões (GUEMRA et al., 2013). Contudo, após sete dias do início do cultivo in 

vitro (CIV), apenas cerca de 20 a 40% dos oócitos inicialmente cultivados atingem o 

estágio de blastocisto (LIRA et al., 2020). Entre os fatores que limitam o êxito dos 

oócitos na geração de embriões é o estresse oxidativo, que ocorre devido ao 

desequilíbrio entre a produção e a eliminação de espécies reativas de oxigênio 

(EROs) (CROCOMO et al., 2012). 

Embora as EROs estejam presentes em condições de homeostase nos 

diferentes tecidos do organismo (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007), 

desempenhando um papel fisiológico importante in vitro e contribuindo para as 

competências dos oócitos e o desenvolvimento embrionário (BLONDIN et al., 1997; 

GUERIN et al., 2001), em altas concentrações, essas moléculas podem ter efeitos 

prejudiciais sobre a função celular, comprometendo suas funções fisiológicas e 

podendo levar à morte celular programada, conhecida como apoptose (YANG et al., 

1998; GUERIN et al., 2001). Uma das alternativas é o uso de antioxidantes, que visa 

atenuar a formação de EROs e preservar as funções fisiológicas dos oócitos 

(GUEMRA et al., 2013). Dessa forma, é possível conter o aumento excessivo das 

EROs durante a maturação in vitro, facilitando a maturação oocitária e o 

desenvolvimento embrionário, ao mesmo tempo que minimiza os danos causados 

pelo estresse oxidativo (SIES, 1993). 

A melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) é um hormônio com propriedades 

antioxidantes e antiapoptóticas, presente em diversos compartimentos do organismo 

devido ao seu caráter hidrofílico e hidrofóbico (QUEIROZ et al., 2022). Essa 

natureza anfifílica permite que ela atravesse facilmente a barreira morfofisiológica do 

organismo, protegendo as células contra o desequilíbrio de transferência de elétrons 

(redox) de uma molécula para outro reagente, tanto em ambientes celulares lipídicos 
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quanto aquosos (REITER, 2000). Em mamíferos, esse hormônio é secretado 

ritmicamente pela glândula pineal e produzido no ovário, nas células da granulosa e 

nos oócitos (EL-RAEY et al., 2011; SAKAGUCHI et al., 2013; ACUÑA-

CASTROVIEJO et al., 2014; REITER et al., 2014), protegendo os tecidos ovarianos 

contra as EROs, por atenuação direta e através da elevação de enzimas 

antioxidantes, como superóxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPX), 

além de retardar o início da apoptose e prevenir a fragmentação 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 oócito se torna mais vulnerável 

ao estresse oxidativo devido à redução nas defesas antioxidantes (TAKAHASHI, 

2012; ZHANG et al., 2013), podendo resultar na peroxidação lipídica, oxidação de 

proteínas e danos direto ao DNA (TAMURA et al., 2013). 

Baseando-se nos efeitos benéficos da melatonina em favorecer a remoção 

das EROs diretamente e regular a expressão das enzimas SOD e GPX, 

encarregadas pelo equilíbrio oxidativo (TATEMOTO et al., 2004; WANG et al., 

2014a) e por sua atuação citoprotetora (antioxidante e antiapoptótica), essa 

molécula apresenta grande potencial em favorecer o desenvolvimento de oócitos e 

embriões produzidos in vitro. Sua inserção nos meios de maturação de oócitos e 

embriões potencialmente incrementaria a produção de embriões. 

 

2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

 Determinar o impacto de diferentes concentrações de melatonina na 

maturação de oócitos e/ou cultivo embrionário in vitro sobre as taxas de produção e 

qualidade embrionária.  

 

2.1 Objetivos Específicos 

 

Avaliar os efeitos da adição de melatonina em diferentes concentrações (0,01 

nM, 10 nM e 10000 nM; além do grupo controle não suplementado) durante a MIV 
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e/ou durante o CIV, na produção embrionária em D3, D7 e D9 (D0 = dia da FIV) e na 

qualidade dos blastocistos produzidos no D9 através da avaliação da expressão dos 

transcritos OCT4 (POU class 5 homeobox 1), marcador de qualidade embrionária 

especificamente ligado a pluripotência 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 referência.  

 

3 REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1 Melatonina 

 

A melatonina é uma indolamina cuja secreção pineal segue um ritmo 

circadiano, controlado pelo núcleo supraquiasmático do hipotálamo (REITER et al., 

2011; TAMURA et al., 2014). Sua principal função é transmitir informações sobre a 

duração do período escuro diário para os sistemas circadianos e circanuais 

(SERAPHIM et al., 2000), desempenhando um papel fundamental no sono, na 

regulação da temperatura corporal e nas mudanças reprodutivas sazonais 

(ARENDT, 1988; REVEL et al., 2009). 

A biossíntese da melatonina (Figura 1) inicia-se a partir do aminoácido 

triptofano, que é inicialmente hidroxilado pela enzima triptofanohidroxilase (TPH) 

para formar 5-hidroxitriptofano. Em seguida, o 5-hidroxitriptofano é convertido em 

serotonina (5-hidroxitriptamina) por uma descarboxilase de aminoácidos aromáticos 

(AAAD). A serotonina, então, passa por um processo de acetilação catalisado pela 

enzima aril-alquilamina-N-acetiltransferase (NAT), seguido de metilação pela hidroxi-

indol-O-metiltransferase (HIOMT), resultando na formação de melatonina 

(FERNANDES, 2020). 
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Figura 1 – Esquematização da biosíntese de melatonina 

 

Fonte: Adaptado de BOTAS, 2014. 

 

3.1.1 Funções e produção extra-pineal da melatonina 

 

 Em 1958, ao isolar uma substância das glândulas pineais de bovinos, Aaron 

Lerner e colaboradores observaram que tal composto provocava alterações na 

coloração da pele de anfíbios. O nome "melatonina" foi escolhido para refletir sua 

ação sobre os melanóforos da pele (mela, de melanóforos) e o composto que dá 

início à sua via biossintética (tonina, de serotonina) (LERNER et al., 1958). 

Inicialmente, essa molécula foi associada principalmente à reorganização do sistema 

circadiano endógeno, à promoção do sono e à regulação 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 últimos 20 anos, foram descobertos efeitos dessa indolamina que 

não estão relacionados à ritmicidade do organismo, além de ter sido descrita a 

produção em locais fora da glândula pineal (MARKUS et al., 2007), como em tecidos 

periféricos, onde pode desempenhar um papel na regulação de processos 

fisiológicos locais (HE et al., 2015; REITER et al., 2014).  

As funções da melatonina são bastante amplas, incluindo ações 

antioxidantes, antiapoptóticas e anti-inflamatórias, além de estar envolvida no 

controle do comportamento sexual de diferentes espécies (TAMURA et al., 2009; 

TAN et al., 2010) e na atividade esteroidogênica gonadal (WEBLEY; LUCK, 1986; 
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WOO et al., 2001). Seus locais de produção são diversos, abrangendo órgãos, 

tecidos e células como cérebro, testículo, ovários, trato gastrointestinal, medula 

espinhal, linfócitos, retina, córnea e pele (REITER et al., 2013b). 

 

3.1.2 Impactos da melatonina na qualidade reprodutiva em espécies de 

interesse zootécnico 

 

À medida que aumentam os dados sobre os efeitos da melatonina e seu 

potencial para aumentar a produção de blastocistos e a taxa de clivagem dessas 

estruturas in vitro (BERLINGUER et al., 2009), bem como a criopreservação de 

sêmen (OFOSU et al., 2021) e embriões (GUO et al., 2021), a indução ao estro e o 

aumento da taxa de prenhez (YILMAZER et al., 2018), essa substância tem atraído 

crescente atenção. Pesquisas têm mostrado que a melatonina pode aprimorar a 

maturação oocitária e promover efeitos positivos em embriões 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 favoráveis também 

foram relatados em estudos com bovinos (TIAN et al., 2014; WANG et al., 2014), 

búfalos (MANJUNATHA et al., 2009), ovinos (ABECIA; FORCADA; ZÚNIGA, 2002; 

CASAO et al., 2010) e suínos (CHOI et al., 2008; KANG et al., 2009; SHI et al., 

2009). 

De acordo com Valasi et al. (2006), a utilização de implantes vaginais de 

melatonina em pequenos ruminantes demonstrou ser eficaz na melhoria da 

qualidade dos oócitos, mesmo em animais em anestro. Para superar a barreira 

fisiológica do anestro estacional, implantes de melatonina podem ser empregados 

para induzir o estro em ovinos e caprinos (ZÜÑIGA et al., 2002). Esses implantes 

têm sido amplamente utilizados em países europeus desde o ano de 2000, quando 

foram aprovados para uso comercial (GÓMEZ et al., 2006). Nesse cenário, Yilmazer 

et al. (2018) observaram que ovinos em anestro sazonal tratados com implante 

subcutâneo de melatonina combinado com implante intravaginal de progesterona, 

mostraram uma eficácia significativa na indução do estro e um aumento na taxa de 

prenhez. 
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Ao contrário dos estudos com ovinos, a maioria das pesquisas com suínos 

concentrou-se em investigar o efeito da melatonina na qualidade dos embriões em 

fêmeas da espécie (KANG et al., 2009; DO et al., 2015; PARK et al., 2018). Os 

embriões suínos submetidos aos procedimentos de PIVE possuem elevados níveis 

de lipídios, o que os tornam mais suscetíveis ao estresse oxidativo. Para mitigar os 

danos causados pelas EROs, alguns estudos investigaram a aplicação de 

melatonina exógena e observaram um aumento na taxa de blastocistos (GUO et al., 

2021). 

No que diz respeito ao congelamento, a criopreservação de sêmen e 

embriões a temperaturas extremamente baixas é desejável por motivos biológicos e 

comerciais. Diversos métodos empregam diferentes agentes crioprotetores 

(FONSECA; TORRES; PINTO NETO, 2002) e modificações nos meios de 

preservação, como a adição de melatonina. Esta substância tem demonstrado bons 

resultados quando adicionada ao diluente de sêmen (CRUZ et al., 2014) e durante 

os processos de criopreservação, devido à sua capacidade de neutralizar radicais 

livres e reforçar 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 ação direta 

sobre as EROs quanto pela regulação positiva de enzimas antioxidantes (MENDES, 

2021). Além disso, a melatonina atua sobre oócitos e embriões por meio da 

interação com os receptores MT1, MT2 e a enzima citosólica NQO2, identificados 

em diferentes espécies (GE et al., 2022; LEE et al., 2023; SAMPAIO et al., 2012). 

As propriedades benéficas da melatonina em oócitos, relatadas por diversos 

autores em diferentes dosagens e etapas da PIVE, em várias espécies de interesse 

zootécnico, estão resumidas na Tabela 1.  
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Tabela 1 – Efeitos da melatonina em oócitos em diferentes espécies 

ESPÉCIES CONCENTRAÇÕES PRINCIPAIS EFEITOS REFERÊNCIA 

Bovino 0,1 pM a 1 µM 
Aumentou as taxas de clivagem e formação de 

blastocistos. 
SAMPAIO et al., 2012 

 

 

Bovino 

 

 

10-11 a 10-3 M 

Melhorou a eficiência da maturação in vitro, sendo 

tal efeito mediado pelos receptores de melatonina. 

Regulou positivamente os níveis de expressão de 

genes relacionados à maturação, modificação 

epigenética e expansão do cumulus. 

 

 

TIAN et al., 2014 

 

Bovino 

 

10-9 a 106 M 

Estimulou a retomada da meiose em oócitos 

tratados favorecendo o desenvolvimento 

embrionário subsequente, além de mostrar efeitos 

citoprotetores. 

 

RODRIGUES-CUNHA 

et al., 2016 

 

Bovino 

 

10-12 a 10-6 M 

Melhorou a qualidade embrionária quando 

associada a nano cápsulas poliméricas de núcleo 

lipídico. 

 

REMIÃO et al., 2016 

 

Bovino 

 

1 µM 

Melhorou a qualidade de oócitos envelhecidos, 

aumentou a capacidade de desenvolvimento de 

embriões. 

 

LIANG et al., 2017 

 

Bovino 

 

10-7 a 10-4 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 

Búfalo 250 a 1000 µM Melhorou a taxa de fertilização. NAGINA et al., 2016 

Suíno 10-9 a 106 M Protegeu os oócitos do estresse térmico. LI et al., 2015 

 

Suíno 

 

10-9 a 10-3 M 

Aumentou a competência de desenvolvimento de 

oócitos, formação de blastocistos e número de 

células por blastocisto. 

 

JIN et al., 2017 

 

Suíno 

 

1 a 10 μg mL−1 

Melhorou a maturação oocitária e a expansão das 

células do cumulus, regulou genes sinalizadores da 

resposta proteica de desdobramento contra o 

estresse do retículo endoplasmático durante a MIV. 

 

PARK et al., 2017 

 

Em relação as propriedades benéficas da melatonina em embriões, 

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

várias espécies de interesse zootécnico, estão resumidas na Tabela 2. 
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Tabela 2 – Efeitos da melatonina em embriões em diferentes espécies 

ESPÉCIES ESTRUTURA 

SUPLEMENTADA 

CONCENTRAÇÕES PRINCIPAIS EFEITOS REFERÊNCIA 

 

 

Bovino 

 

Embriões 

 

 

10-11 a 10-3 M 

Melhorou o desenvolvimento 

embrionário, eliminou EROs, 

reduziu a lesão oxidativa, melhorou 

o desenvolvimento do embrião, 

aumentou o número médio de 

células/blastocisto. 

 

WANG et al., 

2014B 

 

 

 

 

 

Bovino 

 

Embriões 

produzidos por 

transferência 

nuclear de células 

somáticas 

 

 

10-11 a 10-2 M 

 

Afetou a expressão de genes 

relacionados à apoptose, proteção 

antioxidante e desenvolvimento, 

modificou a acetilação global de 

histonas H3K9ac, aumentou o 

número total e de células da massa 

celular interna de blastocistos e 

reduziu a apoptose e EROs 

 

 

SU et al., 2015 

 

 

 

Bovino 

 

 

Embriões 

 

 

10-12 a 10-6 M 

Melhorou os efeitos antiapoptóticos 

e antioxidantes durante o 

desenvolvimento embrionário 

quando associada a nano cápsulas 

poliméricas de núcleo lipídico. 

 

KOMNINOU et 

al., 2016 

 

 

 

Suíno 

 

 

Células doadoras e 

embriões clonados 

 

 

10-12 a 106 M 

Melhorou a formação de 

blastocistos obtidos por 

transferência nuclear de células 

somáticas e melhorou a qualidade 

do embrião através da inibição da 

apoptose. 

 

PANG et al., 

2013 

 

 

 

 

Ovino 

 

 

 

Embriões 

 

 

 

10-9 a 10-3 M 

Beneficiou a restauração das 

funções embrionárias após 

vitrificação e aquecimento, 

evidenciado por maiores taxas de 

reexpansão e eclosão, maior 

número total de células e menor 

apoptose e índice oxidativo. 

 

SUCCU et al., 

2014 

 

 

Por fim, as propriedades benéficas da melatonina em oócitos e embriões, 

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

várias espécies de interesse zootécnico, estão resumidas na Tabela 3. 
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Tabela 3 – Efeitos da melatonina em oócitos e embriões em diferentes espécies 

ESPÉCIES ESTRUTURAS 

SUPLEMENTADAS 

CONCENTRAÇÕES PRINCIPAIS EFEITOS REFÊRENCIA 

 

 

Bovino 

 

 

Oócitos e embriões 

 

10-12 a 10-3 M 

Atenuou efeitos nocivos do 

estresse térmico e melhorou 

o desenvolvimento 

embrionário. 

 

 

CEBRIAN-SERRANO 

et al., 2013 

 

Suíno 

 

Oócitos e embriões 

 

10 a 50 ng/ml 

Melhorou a competência de 

desenvolvimento e a 

qualidade embrionária. 

DO et al., 2015 

 

 

Suíno 

Oócitos e embriões 

derivados de 

ativação 

partenogenética 

 

10-5 M 

 

Melhora a qualidade e o 

desenvolvimento in vitro de 

oócitos. 

YANG et al., 2020 

 

 

3.1.3 Estresse oxidativo  

 

Os radicais livres são constantemente gerados no organismo e consistem em 

átomos 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 

oxigênio (EROs) que se destacam por sua instabilidade e reatividade. As EROs 

originam-se do metabolismo aeróbico normal, podendo ser prejudiciais quando estão 

presentes em níveis elevados (VELOSSA et al., 2021). Esse fenômeno é conhecido 

como estresse oxidativo, que, na definição mais recente, refere-se a um 

desequilíbrio entre oxidantes e antioxidantes (SIES et al., 2007), podendo levar à 

degradação de estruturas biológicas essenciais para o funcionamento celular 

(ABDALLA et al., 2001) 

Em geral, as EROs referem-se a uma gama de subprodutos derivados do 

oxigênio diatômico (O₂), incluindo tanto radicais livres quanto outras espécies, como 

o peróxido de hidrogênio (H₂O₂), o radical ânion superóxido (O₂⁻) e o radical 

hidroxila (HO⁻) (SOUSA et al., 2007). Elas surgem a partir da oxidação ou redução 

incompleta do oxigênio (GECHEV et al., 2006), e sua estrutura eletrônica favorece a 

formação de radicais livres (IGHODARO; AKINLOYE, 2018). Essas espécies podem 
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ser produzidas de forma endógena, a partir de fontes como NADPH oxidase, 

peroxissomos e mitocôndrias, ou estimuladas externamente por fatores como 

radiação UV, poluentes e outros oxidantes (VELOSSA et al., 2021)  

Durante a respiração celular, o oxigênio molecular (O₂) é completamente 

reduzido, resultando na formação de duas moléculas de água (H₂O). No entanto, 

quando o oxigênio é parcialmente reduzido, a concessão de apenas um elétron ao 

invés de quatro, resulta na formação do radical ânion superóxido (O₂⁻). Esse radical 

é posteriormente convertido em peróxido de hidrogênio (H₂O₂) após receber mais 

um elétron e dois íons de hidrogênio, nessa etapa a degradação dessas moléculas é 

catalisada pela presença de elementos metálicos, como o manganês (MnSOD). 

Contudo, a alta probabilidade de interação entre o H₂O₂ e o O2⁻, resulta na formação 

do radical hidroxila (OH⁻), considerado altamente reativo e nocivo, responsável por 

causar danos no DNA e desencadear a peroxidação lipídica, uma ocorrência em 

cadeia que afeta os ácidos graxos poliinsaturados, levando a alterações celulares 

permanentes (FERREIRA & MASTSUBARA., 1997; GATE et al., 1999; CHELIKANI 

et al., 2004; AGARWAL et al., 2005; GUÉRIN et al., 2001). 

Para proteger o organismo dos efeitos deletérios do estresse oxidativo, as 

espécies reativas de oxigênio (EROs) são neutralizadas pela glutationa. Nesse 

processo, a enzima glutationa peroxidase catalisa a dismutação do H₂O₂ em água, 

utilizando a glutationa reduzida (GSH), que a partir da oxidação transforma-se em 

glutationa oxidada (GSSG). A conversão da GSH em GSSG é mediada pela 

presença de NADPH, mantendo o equilíbrio redox celular e protegendo as funções 

biológicas (Figura 2) (AGARWAL et al., 2005; MEISTER & ANDERSON, 1983; 

HALL, 1999).  
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Figura 2 – Ilustração esquemática da geração de EROs e suas consequências na 
função celular  

 

Fonte: Adaptado de VELEZ-PARDO et al. (2007). 

 

3.1.4 Estresse oxidativo durante a PIVE 

 

Na PIVE, as condições de cultivo e os processos de manipulação celular 

podem gerar estresse oxidativo, resultando em um desequilíbrio entre agentes 

oxidantes e antioxidantes. Esse desequilíbrio pode desencadear diversos danos aos 

oócitos e embriões por meio das EROs (TAMURA et al., 2013). Para equilibrar o 

potencial danoso, as células contam com um sistema de defesa enzimático contra o 

estresse oxidativo, que inclui glutationa, superóxido dismutase, catalase e 

tioredoxina — moléculas associadas à melhoria na conversão de oócitos em 

blastocistos em diversas espécies (TAKAHASHI, 2012). A glutationa, em particular, 

tem sido associada ao aumento na taxa de blastocistos quando embriões bovinos 

são cultivados em uma atmosfera não controlada, devido à redução do estresse do 

retículo endoplasmático (YOON et al., 2014). 

Sabe-se que as células possuem um sistema de defesa antioxidante, dividido 

em duas categorias: enzimático e não enzimático. O sistema enzimático tem origem 

endógena, ou seja, é produzido pelo próprio organismo, enquanto o sistema não 

enzimático é obtido de forma exógena (HALLIWELL; CROSS, 1994). Quando a 

produção de EROs excede a capacidade dos sistemas enzimáticos e não 

enzimáticos de neutralizá-las, ocorre um desequilíbrio que leva ao estresse 
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oxidativo, causando danos celulares e estimulando mecanismos de apoptose nas 

células (WANG et al., 2012). Em embriões, os danos causados por esse fenômeno 

incluem peroxidação lipídica da membrana, oxidação de aminoácidos e ácidos 

nucleicos, e danos diretos ao DNA (TAMURA et al., 2013). Esses efeitos resultam 

em bloqueios na maturação oocitária e no desenvolvimento embrionário (GUÉRIN; 

EL MOUATASSIM; MÉNEZ, 2001; JUKNAT et al., 2005; MATSUZUKA et al., 2005; 

WANG et al., 2012). 

 

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

de desenvolvimento 

 

Entende-se que a adição de melatonina nas etapas da PIVE traz benefícios 

às estruturas cultivadas, principalmente devido ao seu papel direto e indireto como 

antioxidante. Além disso, esse hormônio também contribui para a regulação positiva 

das enzimas superóxido dismutase 1 (ZnSOD) e 2 (MnSOD) em células do cumulus, 

o que reduz a fragmentação nuclear e diminui a produção de EROs em oócitos 

durante a MIV (RODRIGUES-CUNHA et al., 2016). Tatemoto (2000, 2001) 

documentou que o conteúdo de glutationa peroxidase (GPX1) de oócitos desnudos 

foi significativamente reduzido após a MIV, e a exposição a EROs resultou em 

aumento da morte celular programada (apoptose) em comparação a oócitos não 

desnudos. Esses dados mostram que a proteção dos oócitos pelas células do 

cumulus contra o estresse oxidativo durante a MIV melhorou de forma eficaz a 

aquisição da competência necessária para o desenvolvimento pós-fertilização, 

justamente devido ao aumento significativo das concentrações de GPX1. 

A suplementação de oócitos com melatonina inserida em nanocápsulas de 

núcleo lipídico aumenta a expressão de glutationa peroxidase (GPX1) e SOD2, 

enquanto reduz a expressão de CASP3 (caspase-3) e BAX (BCL-2 associated 

protein X). Essa abordagem não só eleva a PIVE, como também reduz os níveis de 

EROs e núcleos apoptóticos (REMIÃO et al., 2016). Em adição, constatou-se que a 

melatonina reduz a organização aberrante do fuso, aumenta a produção de 

adenosina trifosfato, melhora o desenvolvimento dos oócitos, diminui a taxa de 

apoptose e regula negativamente BAX e CASP3, além de regular positivamente 

BCL2 (LIANG et al., 2017). Quando oócitos em fase de vesícula germinativa foram 
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suplementados com melatonina durante a MIV, houve uma melhoria no 

desenvolvimento embrionário e no número total de células após a FIV, além de uma 

regulação positiva de GDF9, MARF1 e DNMT1α (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 embrionário, prevenindo a apoptose 

(NIKNAFS; MEHDIPOUR; ROUSHANDEH, 2014). Além de demonstrar aumento nas 

proteínas SOD e BCL2, enquanto reduz CASP3 e p53, favorecendo o 

desenvolvimento de embriões gerados por transferência nuclear de células 

somáticas (SALEHI; KATO; TSUNODA, 2014). 

 

4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Local do experimento 

 

A PIVE foi realizada no Laboratório de Investigação da Fisiologia do 

Endométrio e do Embrião (LIFE), Universidade Estadual “Júlio de Mesquita Filho” 

(UNESP) de Dracena, estado de São Paulo, Brasil. As análises por RT-qPCR e a 

estatística foram realizadas no Laboratório de Fisiologia e Endocrinologia Molecular 

(LFEM), situado no Centro de Biotecnologia em Reprodução Animal da Faculdade 

de Medicina Veterinária e Zootecnia (FMVZ) da Universidade de São Paulo (USP), 

cidade de Pirassununga, estado de São Paulo, Brasil. Todos os procedimentos 

realizados no referido estudo, foram aprovados pela Comissão de Ética no Uso de 

Animais da FCAT, UNESP, Certificado nº 06/2021.  

 

4.2 Obtenção e seleção dos oócitos 

 

Os oócitos foram obtidos a partir de ovários de fêmeas bovinas da raça 

Nelore (Bos taurus indicus) provenientes do Frigorífico ACOVACAT, sediado na 

cidade de Tupã, estado de São Paulo, localizada a aproximadamente 100km de 

Dracena. Os ovários foram colhidos imediatamente após o abate e acondicionados 

em garrafa térmica contendo solução fisiológica (NaCl 0,9%) a uma temperatura de 

37ºC e transportados ao laboratório (LIFE). No laboratório, os ovários foram 

desinfetados com álcool etílico hidratado 70% e enxaguados três vezes em solução 
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salina (NaCl 0,9%) a 37ºC. Com o uso de uma seringa de 10 mL acoplada a uma 

agulha 40 × 1,2 mm (18G), folículos com o diâmetro de 2 a 8 mm foram aspirados e 

o fluído folicular obtido foi depositado em tubos cônicos estéreis de 15 mL mantidos 

a 37ºC em banho-maria.  

A fração sedimentada dos oócitos no fundo de cada tubo, foi transferida para 

placas de poliestireno 100 × 20 mm de diâmetro juntamente com 2 mL de fluido 

folicular. Utilizando um estereomicroscópico (Nikon SMZ800N, Tokyo, Japão), os 

oócitos foram rastreados, avaliados e categorizados em graus I, II ou III 

(STOJKOVIC et al., 2001). Foram utilizados somente estruturas classificadas como 

grau I (oócito com citoplasma homogêneo e múltiplas camadas de células cumulus 

compactas) e II (heterogeneidade discreta no citoplasma oocitário e mais de 5 

camadas compactas de células do cumulus).  

Os oócitos 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 µL/ml de solução a 100 

mM) e amicacina (75 µL/mL)]. Em seguida, foram distribuídos de forma equitativa 

entre os diferentes grupos experimentais, onde cada repetição experimental utilizou-

se de 14 a 25 oócitos por tratamento. 

 

4.3 Preparo da Melatonina 

 

A melatonina (M5250, Sigma Aldrich) foi diluída em dimetilsulfóxido (DMSO, 

D2650, Sigma Aldrich) em uma solução base de 0,2 M, que foi diluída em série em 

meio de maturação oocitária (quando utilizada na MIV) e/ou cultivo embrionário 

(quando utilizada no CIV) de forma que atingisse as concentrações de 0,01 nM (10-11 

M), 10 nM (10-8 M) e 10000 nM (10-5 M). A concentração intermediária (10-8 M), 

utilizada no referido estudo, foi escolhida com base na literatura, que indicava 

valores entre 10-7 e 10-9 M como ideais (WANG et al., 2014a; TIAN et al., 2014). 

Independente da concentração de melatonina utilizada, padronizou-se a 

concentração de 0,01% de DMSO (diluente da melatonina) no meio de cultivo, para 

todos os grupos de tratamento. A manipulação da melatonina foi realizada em 

ambiente com baixa luminosidade e as alíquotas, acondicionadas em tubos de 1,5 

mL foram envolvidas por folhas de alumínio para proteção contra a luz. 
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4.4 Organização experimental 

 

O estudo foi dividido em três experimentos, onde as concentrações de 0,01 

nM (10-11 M), 10 nM (10-8 M) e 10000 nM (10-5 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 

os experimentos a produção embrionária foi avaliada no D3 (taxa de clivagem), D7 

[blastocistos totais e por categoria (blastocisto inicial, blastocisto intermediário, 

blastocisto expandido e blastocisto eclodido) e taxa de blastocisto] e D9 [blastocistos 

totais, blastocistos por categoria (blastocisto inicial, blastocisto intermediário, 

blastocisto expandido e blastocisto eclodido) e taxa de eclosão]. No Experimento 1, 

foram avaliados os transcritos OCT4 (POU class 5 homeobox 1), marcador de 

qualidade embrionária especificamente ligado a pluripotência 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 referência, conforme apresentado 

na Figura 3. 

Figura 3 – Organização experimental 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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4.4.1 Experimento 1. Foram avaliados os efeitos da adição de diferentes 

concentrações de melatonina ao meio de maturação in vitro de oócitos bovinos nos 

dias D3 (taxa de clivagem), D7 [número de blastocistos totais e por categoria 

(blastocisto inicial, blastocisto intermediário, blastocisto expandido e blastocisto 

eclodido) e taxa de blastocisto] e no D9 [número de blastocistos totais, blastocistos 

por categoria (blastocisto inicial, blastocisto intermediário, blastocisto expandido e 

blastocisto eclodido) e taxa de eclosão].  Os oócitos (15 a 25 estruturas) foram 

distribuídos em 4 grupos experimentais: meio base de MIV acrescido com 0,01% de 

dimetilsulfóxido (DMSO) igual a concentração 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. Após a maturação, os oócitos foram fertilizados em meio de 

FIV e, posteriormente, foram cultivados em meio de CIV. Foram realizadas 7 

repetições, que totalizaram 117 oócitos por grupo de tratamento. Para o RT-qPCR 

foram utilizados pools compostos de 3 embriões, sendo avaliados 6 pools (18 

embriões) no grupo controle, 5 pools no grupo 10 nM (15 embriões) e 4 pools no 

grupo (12 embriões) no grupo 10000 nM. O grupo suplementado com 0,01 nM de 

melatonina não produziu um número de embriões suficientes que gerasse a 

quantidade mínima de RNA, para que se procedesse com a RT-qPCR.  

 

4.4.2 Experimento 2. Foram avaliados os efeitos da adição de diferentes 

concentrações de melatonina ao meio de cultivo in vitro de embriões bovinos nos 

dias D3 (taxa de clivagem), D7 [número de blastocistos totais e por categoria 

(blastocisto inicial, blastocisto intermediário, blastocisto expandido e blastocisto 

eclodido) e taxa de blastocisto] e no D9 [número de blastocistos totais, blastocistos 

por categoria (blastocisto inicial, blastocisto intermediário, blastocisto expandido e 

blastocisto eclodido) e taxa de eclosão].  Os oócitos (15 a 25 estruturas) foram 

maturados em meio base de MIV. Após a fertilização, os possíveis embriões foram 

distribuídos em 4 grupos experimentais: meio base de CIV acrescido com 0,01% de 

dimetilsulfóxido (DMSO) igual a concentração 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 repetições, que totalizaram 105 oócitos 

por grupo. No experimento 2 não houve produção suficiente de embriões para que 
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se pudesse proceder com as análises por RT-qPCR, assim foi possível avaliar 

apenas a produção embrionária e não a qualidade embrionária. 

 

4.4.3 Experimento 3. Foram avaliados os efeitos da adição de diferentes 

concentrações de melatonina ao meio de maturação in vitro oócitos e cultivo in vitro 

de embriões bovinos nos dias D3 (taxa de clivagem), D7 [número de blastocistos 

totais e por categoria (blastocisto inicial, blastocisto intermediário, blastocisto 

expandido e blastocisto eclodido) e taxa de blastocisto] e no D9 [número de 

blastocistos totais, blastocistos por categoria (blastocisto inicial, blastocisto 

intermediário, blastocisto expandido e blastocisto eclodido) e taxa de eclosão]. Os 

oócitos (10 a 17 estruturas) e embriões foram cultivados em 4 grupos experimentais: 

meio base de MIV para oócitos e CIV para embriões acrescido com 0,01% de 

dimetilsulfóxido (DMSO) igual a concentração presente nos demais tratamentos 

(Grupo controle); meio base de MIV para oócitos e CIV para embriões acrescido de 

10000 nM de melatonina (Grupo 10000); meio base de MIV para oócitos e CIV para 

embriões acrescido de 10 nM de melatonina (Grupo 10) e meio base de MIV para 

oócitos e CIV para embriões acrescido de 0,01 nM de melatonina (Grupo 0,01). 

Foram realizadas 5 repetições, que totalizaram 85 oócitos por grupo. No 

experimento 3 não houve uma produção suficiente de embriões para que se 

pudesse proceder com as análises por RT-qPCR, assim foi possível avaliar apenas 

a produção embrionária e não a qualidade embrionária. 

 

4.5 Maturação in vitro (MIV) dos oócitos 

 

Os oócitos selecionados foram lavados três vezes em meio de lavagem 

[Gibco™ Medium 199 - Gibco 31100035 com bicarbonato, contendo albumina sérica 

bovina (5 mg/mL), piruvato (2 µL/ml de solução a 100 mM), amicacina (75 µL/mL)], 

sendo que para cada uma das lavagens foi utilizado 50 µL de meio. Em seguida, 

foram lavados por mais três vezes, onde em cada lavagem utilizou-se 50 µL do meio 

específico do tratamento aplicado na MIV. Os oócitos de cada grupo foram 

maturados em meio base para MIV [Gibco™ Medium 199 com bicarbonato, 

contendo albumina sérica bovina (5 mg/ml), piruvato (2 µL/ml de solução a 100 mM), 

amicacina (75 µL/mL), hormônio folículo estimulante (20 µL/mL) e hormônio 

luteinizante (2µL/mL)] acrescido de soro fetal bovino (10%) contendo ou não 
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melatonina nas diferentes concentrações (0,01 nM, 10 nM e 10000 nM, além do 

grupo controle acrescido com 0,01% de DMSO). Os oócitos foram cultivados em 

placas de Petri 35 mm, livres de nucleases, em gotas com 100 µL de meio onde 

foram alocadas de 14 até 25 estruturas/gota, dependendo da repetição. As gotas 

contendo o meio de cultivo e os oócitos foram submersas em óleo mineral específico 

para cultivo (BotuFIV® Óleo para Cultivo). O cultivo foi realizado em incubadora de 

alta tensão de O2, atmosfera úmida com 5% de CO2 a 38,5°C; durante 24 horas 

(Figura 4). 

 

Figura 4 – Oócitos em diferentes estágios da maturação in vitro 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

4.6 Fertilização in vitro (FIV) dos oócitos 

 

Após os oócitos terem sido maturados por 24 horas, foram lavados em uma 

gota contendo 50 µL de meio de lavagem [Gibco™ Medium 199 - Gibco 31100035 

com bicarbonato, contendo albumina sérica bovina (5 mg/ml), piruvato (2 µL/ml de 

solução a 100 mM), amicacina (75 µL/mL)]. Em seguida, os oócitos foram lavados 

por três vezes, onde em cada lavagem foi utilizado 50 µL de meio base para a 

fertilização [TL Stock acrescido de albumina sérica bovina (6 mg/mL), piruvato (2 

µL/mL de solução a 100 mM), gentamicina (75 µg/mL), heparina (3 µg/mL) e solução 

de penicilamina, hipotaurina e epinefrina (44 µL/mL)]. Em seguida, os oócitos foram 

transferidos para gotas com 100 µL de meio base para fertilização 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 fertilização in vitro dos oócitos 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

4.7 Preparo do sêmen para a fertilização in vitro (FIV) 

 

Palhetas de sêmen derivadas de um único touro da raça Nelore e de uma 

única partida, foram utilizadas nos três experimentos, onde uma palheta foi utilizada 

a cada repetição. A palheta armazenada em nitrogênio líquido, foi descongelada a 

36°C em descongelador automático de sêmen e embriões (WTA, Watanabe 

Biotecnologia Aplicada Ltda. Brasil) durante 30 segundos. Posteriormente, o 

conteúdo da palheta foi transferido para um microtubo de 1,5 mL contendo um 

gradiente descontínuo de sílica coloidal [Meio BotuFIV® Sperm Select 

(Botupharma®, Botucatu, São Paulo, Brasil) partículas de sílica coloidal], onde foram 

utilizados 400 µL a 90% abaixo e 400 µL a 45% acima, sendo o gradiente superior 

resultante da diluição de 200 µL de sílica coloidal em 200 µL de TL sêmen [TL Stock, 

piruvato (2 µL/mL de solução a 100 mM), gentamicina (75 µg/ml)]. O microtubo foi 

centrifugado a 1300 × g durante cinco minutos em temperatura ambiente (Figura 6). 

O pellet resultante (50 µL) foi reservado; 5 µL do pellet foi transferido para um 

microtubo contendo 195 µL de água deionizada. Em seguida, 10 µL dessa diluição 

foi depositada em uma Câmara de Neubauer para avaliação da concentração 

espermática e motilidade (%). Outros 5 µL do pellet foram transferidos para um 

microtubo contendo 50 µL de meio base para fertilização [TL Stock acrescido de 
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albumina sérica bovina (6 mg/mL), piruvato (2 µL/mL de solução a 100 mM), 

gentamicina (75 µg/mL), heparina (3 µg/mL) e solução de penicilamina, hipotaurina e 

epinefrina (44 µL/mL)]. Após a avaliação da concentração e motilidade, a para 

obtenção do volume de meio base (µL) para fertilização in vitro necessário para 

diluição do pellet remanescente foi utilizada a seguinte fórmula [(volume do pellet × 

motilidade × concentração espermática) / 100 - volume do pellet]. 

 

Figura 6 – Esquema de separação de sêmen a partir de diferentes densidades de 

Select SPERM (BotupharmaⓇ) 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

4.8 Fertilização in vitro (FIV) 

 

Após a diluição do pellet, 6 µL foram utilizados para cada gota de forma que 

fosse obtida a concentração de 1 × 106 espermatozoides/mL, de maneira que o 

volume final de cada gota fosse de 100 µL. As gotas foram submersas em BotuFIV® 

óleo para cultivo. A fertilização in vitro foi realizada em incubadora de alta tensão de 

O2, atmosfera úmida com 5% de CO2 a 38,5°C; durante 18 horas. 

 

4.9 Cultivo in vitro (CIV) dos embriões 

 

Após as 18 horas de FIV, os possíveis embriões foram desnudados por 

sucessivas “pipetagens” com o objetivo de remoção das células do cumulus 

excedentes. Para tal procedimento, foram utilizados 50 µL de meio de lavagem 

[Gibco™ Medium 199 - Gibco 31100035 com bicarbonato, contendo albumina sérica 

bovina (5 mg/mL), piruvato (2 µL/ml de solução a 100 mM), amicacina (75 µL/mL)] 

suplementado com 10% de SFB. Em seguida, os presumíveis embriões foram 
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lavados três vezes em meio de lavagem. Para cada uma das lavagens foi utilizado 

50 µL de meio de lavagem. Logo após, os embriões foram lavados por mais três 

vezes, onde para cada uma das lavagens foi utilizado 50 µL do meio específico de 

tratamento a ser aplicado no CIV. Os embriões foram cultivados em meio base 

[fluido sintético de oviduto, acrescido de soro fetal bovino (2,5%) e piruvato (2 µL/mL 

de solução a 100 mM)] acrescido de 2,5% de SFB, contendo ou não melatonina nas 

diferentes concentrações (0,01 nM, 10 nM e 10000 nM, além do grupo controle 

acrescido com 0,01% de DMSO). As gotas foram submersas em BotuFIV® óleo para 

cultivo. Os prováveis zigotos foram cultivados em incubadora de alta tensão de O2, 

atmosfera úmida com 5% de CO2 a 38,5°C; durante nove dias, onde o dia da FIV foi 

estabelecida como o dia zero (D0). 

 

4.10 Avaliação do desenvolvimento embrionário 

 

A taxa de clivagem foi avaliada no D3 do CIV, onde as estruturas foram 

classificadas em clivadas ou não clivadas. No D7 e D9 os blastocistos foram 

classificados morfologicamente em blastocisto inicial, blastocisto intermediário, 

blastocisto expandido e blastocisto eclodido (Figura 7). No D7 a taxa de blastocisto 

foi determinada pelo [(número de blastocistos observados/número de presumíveis 

embriões cultivados) × 100]. No D9, a taxa de eclosão foi determinada pelo [(número 

de blastocistos eclodidos / número de presumíveis embriões cultivados) × 100] 

(Figura 8). 
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Figura 7 – Esquematização do desenvolvimento dos blastocistos 

 

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 embriões para análise por RT-qPCR 

 

Após a avaliação da taxa de eclosão no D9, os blastocistos eclodidos foram 

lavados em três gotas de 50 µL de solução 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 três embriões com aproximadamente 3 µL do meio da 

última gota de lavagem em microtubo de 500 µL que foi acondicionado em tubo 

criogênico de 2 mL (43012, SPL Life Sciences). Os embriões foram armazenados 

em nitrogênio líquido o para posterior análise por RT-qPCR. 

 

4.12 Transcrição reversa seguida da reação em cadeia da polimerase 

quantitativa (RT-qPCR) 

 

O RNA total foi extraído usando PicoPure RNA Isolation Kit (ThermoFisher 

Scientific KIT0204/KIT0214), de acordo com as instruções do fabricante. A 

concentração e pureza do RNA total extraído das amostras foi determinada usando 

espectrofotometria (NanoVue; GE Healthcare), onde os valores das razões de 

absorbância (A260/280) variaram entre 1,7 e 2. Amostras de RNA (300 ng) de 

embriões foram tratadas com DNase I (Invitrogen, DNase I Amplification Grade, Ref. 

18068-015, CA, USA) e reações de transcrição reversa de cDNA (Applied 

Biosystems, High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, Ref. 4368814, Foster 

City, CA). A RT-qPCR foi realizada usando corante SYBR Green (Applied 

Biosystems Inc.). As reações de RT-qPCR e a detecção de fluorescência foram 

realizadas no termociclador Step One Plus Real-Time PCR System programado para 

iniciar com estágio de espera (95ºC por 10 minutos), seguido por 40 ciclos 

compostos por fase de desnaturação (95ºC por 15 segundos) e anelamento e 

extensão (60ºC por 1 minuto). A curva de dissociação (melting) foi obtida 

imediatamente após a amplificação permanecendo a 95ºC por 15 minutos, passando 

a 60ºC por 1 minuto e voltando a 95ºC por 15 minutos. Para cada gene, diferentes 

concentrações de primers foram testadas (150 nM, 300 nM, 450 nM ou 600 nM). 

Para o referido teste de concentração utilizou-se um pool de amostras de cDNA 

diluído em 1:20. Para todas as concentrações testadas avaliou-se a eficiência da 

amplificação, falta de amplificação no controle negativo e análise da curva de 

melting. Depois de eleita a melhor concentração para cada primer, elaborou-se uma 

curva padrão composta por cinco pontos de pool de cDNA diluído em série de 1:5, 

1:10, 1:20, 1:40 e 1:80. Cada ponto da curva foi testado em duplicata. A eficiência de 

amplificação foi calculada pela equação: Foram consideradas validadas as curvas 

padrão com eficiência entre 70 e 100% e coeficiente de determinação da equação 

de regressão (R2) ≥ 0,88. Os genes de referência foram validados e utilizados como 
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housekeeping após determinação da estabilidade de expressão por meio do 

software geNorm (VANDESOMPELE et al., 2002). Após a validação, os genes RPS9 

(ribosomal protein S9) e ACTB (beta-actin) foram utilizados como referência. A 

média geométrica da abundância desses dois genes foi usada para a normalização 

da abundância dos genes alvo. No Experimento 1, os transcritos OCT4 (POU class 5 

homeobox 1), marcador de qualidade embrionária especificamente de pluripotência 

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 referência RPS9 (ribosomal protein S9) e ACTB 

(beta-actin). Também foram testados, mas não validados, os genes CDX2 (caudal 

type homeobox 2), TP53 (tumor protein p53), BCL2 (BCL2 apoptosis regulator) e 

CASP3 (caspase 3). As características dos primers validados estão apresentadas na 

Tabela 4. A Tabela 5 apresenta os dados de validação dos oligonucleotídeos 

iniciadores e da concentração das amostras dos genes alvo e de referência para RT-

qPCR de embriões bovinos no D9. 

 

Tabela 4 – Nomenclatura, sequências forward (F) e reverse (R), função, número 

GenBank e artigo de referência dos oligonucleotídeos iniciadores utilizados na 

avaliação de blastocistos bovinos eclodidos produzidos in vitro no D9 (D0 = dia da 

FIV) pela técnica de RT-qPCR  

Nomenclatura Sequência forward (F) e reverse (R) Função GenBank Referência 

OCT4 (POU class 5 

homeobox 1) 

F. TGGAGGAAGCTGACAACA 

R. ATGTGGCTAATTTGCTGCA 

Pluripotência 

celular 
- 

CINTRA et al., 

2022 

SOD2 (superoxide 

dismutase 2) 

F. AGCACGAGCAGGAGACTGGT 

R. GACGTTGAGGTTGTTCACGTAG 

Antioxidante 

mitocondrial 
- 

CINTRA et al., 

2022 

GPX1 (glutathione 

peroxidase 1) 

F. GCAACCAGTTTGGGCATCA 

R. CTCGCACTTTTCGAAGAGCATA 

Antioxidante 

celular 
NM_174076 

CAÑÓN-

BELTRÁN et 

al., 2020 

BAX (BCL2 

associated X) 

F. TGTTTTCTGACGGCAACTTCA 

R. CGAAGGAAGTCCAATGTCCAG 

Pró-

apoptótico 
- 

CINTRA et al., 

2022 

RPS9 (Ribosomal 

protein S9) 

F. GAGCTGGGTTTGTCGCAAA 

R. GGTCGAGGCGGGACTTCT 

Gene de 

referência 
DT860044 

HUGHES et al., 

2017 

ACTB (beta-actin) 
F. GGATGAGGCTCAGAGCAAGAGA 

R. TCGTCCCAGTTGGTGACGAT 

Gene de 

referência 
NM_173979.3 

BETTEGOWDA 

et al., 2006 

Fonte: Mendes (2024) 
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Tabela 5 – Dados de validação dos oligonucleotídeos iniciadores e da concentração 

das amostras dos genes alvo e de referência para RT-qPCR de embriões bovinos 

aos 9 dias de desenvolvimento 

Nomenclatura OCT4  SOD2  GPX1  BAX  RPS9  ACTB  

Classificação do gene 
Gene 

alvo 

Gene 

alvo 

Gene 

alvo 

Gene 

alvo 

Gene de 

referência 

Gene de 

referência 

Concentração do primer (nM) 150 300 300 150 300 300 

Diluição da amostra 1:20 1:20 1:20 1:20 1:20 1:20 

Eficiência de amplificação (%) 102,43 98,14 96,03 106,70 103,70 99,42 

Fonte: Mendes (2024) 

 

4.13 Análise Estatística 

 

A análise estatística foi conduzida utilizando o software SAS (versão 9.2, SAS 

Institute Inc., Cary, NC, EUA), considerando a gota de cultivo como unidade 

experimental. As taxas de desenvolvimento embrionário foram submetidas à análise 

de variância (ANOVA), seguida de contrastes para comparar os grupos: grupo 

controle vs. todas as concentrações de melatonina, grupo controle vs. 10000 nM de 

melatonina, e 0,01 nM vs. 10000 nM de melatonina. Os resultados das taxas de 

desenvolvimento embrionário são apresentados como média ± erro padrão da 

média. 

A abundância dos transcritos foi analisada por ANOVA utilizando o efeito fixo 

do tratamento, empregando o PROC MIXED do SAS (versão 9.2, SAS Institute Inc., 

Cary, NC, EUA), com o pool de embriões como unidade experimental. Os resultados 

são apresentados como média ± erro padrão da média (EPM). Em todas as análises, 

a significância foi considerada para valores de P ≤ 0,05, enquanto P > 0,05 e < 0,1 

foi interpretado como tendência. 

 

5 RESULTADOS  

 

5.1 Experimento 1  

5.1.1 Taxa de clivagem em D3 
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Como mostrado na Figura 9, a adição de melatonina na MIV não teve efeito 

sobre a taxa de clivagem (P = 0,5694), tanto na comparação entre os diferentes 

grupos de tratamento quanto na análise dos contrastes. 

 

Figura 9 – Experimento 1. Efeitos da adição de diferentes concentrações de 

melatonina (0, 0,01, 10 ou 10000 nM) durante a maturação in vitro (MIV) de oócitos 

bovinos sobre a taxa de clivagem dos embriões no Dia 3 (D0 = dia da FIV). Os 

valores são apresentados como média ± erro padrão 

 

 

5.1.2 Produção de embriões em D7 

 

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

concentrações avaliadas não aumentou o número de blastocistos iniciais (P = 

0,2685), blastocistos intermediários (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 comparação por contrastes, observou-se uma 

tendência para um maior número 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 adição de diferentes concentrações de 

melatonina (0, 0,01, 10 ou 10000 nM) durante a maturação in vitro (MIV) no número 

de blastocistos iniciais, intermediários, expandidos, eclodidos, totais e na taxa de 

blastocisto geral no D7 (D0 = dia da FIV). Os valores são apresentados como média 

± erro padrão 
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5.1.3 Produção de embriões em D9 

 

Como mostrado na Figura 11, a adição de melatonina para todas as 

concentrações avaliadas não aumentou o número de blastocistos iniciais (P = 

0,6292), blastocistos intermediários (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 comparação por contrastes, observou-se uma 

tendência para um menor número de blastocistos intermediários (P = 0,0884) no 

grupo 10000 nM comparado ao grupo 0 nM. Observou-se também um maior número 

de blastocistos totais (P = 0,0216) no grupo 10000 nM comparado ao grupo 0,01 nM 

e uma tendência (P = 0741) de maior número de blastocistos eclodidos no grupo 

10000 nM comparado ao grupo 0,01 nM. 
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Figura 11 – Experimento 1. Efeitos da adição de diferentes concentrações de 

melatonina (0, 0,01, 10 ou 10000 nM) durante a maturação in vitro (MIV) no número 

de blastocistos iniciais, intermediários, expandidos, eclodidos, totais e na taxa de 

blastocisto geral no D9 (D0 = dia da FIV). Os valores são apresentados como média 

± erro padrão 
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5.1.4 Expressão gênica de blastocistos eclodidos em D9  

 

Como mostrado na Figura 12, a adição de melatonina nas concentrações de 

10 e 10000 nM não aumentou a abundância dos transcritos dos genes OCT4, 

SOD2, GPX1 e BAX, tanto na comparação entre os diferentes grupos de tratamento 

quanto na análise dos contrastes. 

 

Figura 12 – Experimento 1. Avaliação por RT-qPCR da expressão 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 (D0 = dia da FIV) oriundos de oócitos suplementados com diferentes 

concentrações de melatonina (0, 10 ou 1000 nM) durante a maturação in vitro (MIV). 

Os valores são apresentados como média ± erro padrão 
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5.2 Experimento 2 

 

3.2.1 Taxa de clivagem em D3  

 

Como mostrado na Figura 13, a adição de melatonina no CIV não teve efeito 

sobre a taxa de clivagem (P = 0,8637), tanto na comparação entre os diferentes 

grupos de tratamento quanto na análise dos contrastes. 

 

Figura 13 – Experimento 2. Efeitos da adição de diferentes concentrações de 

melatonina (0, 0,01, 10 ou 10000 nM) durante o cultivo in vitro (CIV) na taxa de 

clivagem de embriões bovinos no D3 (D0 = dia da FIV). Os valores são 

apresentados na forma de média ± erro padrão 

 

 

5.2.2 Produção de embriões em D7 

 

Como mostrado na Figura 14, a adição de melatonina durante o CIV, para 

todas as concentrações avaliadas, não afetou a produção de blastocisto inicial, 

intermediário, expandido, blastocistos totais e taxa de blastocisto. 
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Figura 14 – Experimento 2. Efeitos da adição de diferentes concentrações de 

melatonina (0, 0,01, 10 ou 10000 nM) durante o cultivo in vitro (CIV) no número de 

blastocistos produzidos no D7 (D0 = dia da FIV) de acordo com a categoria de 

blastocisto inicial, intermediário, expandido, eclodido, blastocistos totais e taxa de 

blastocisto. Os valores são apresentados na forma de média ± erro padrão 
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5.2.3 Produção de embriões em D9  

 

Como mostrado na Figura 15, a adição de melatonina durante o CIV, para 

todas as concentrações avaliadas, não afetou a produção de blastocisto inicial, 

intermediário, expandido, eclodido, blastocistos totais e taxa de eclosão. 
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Figura 15 – Experimento 2. Efeitos da adição de diferentes concentrações de 

melatonina (0, 0,01, 10 ou 10000 nM) durante o cultivo in vitro (CIV) no número de 

blastocistos produzidos no D9 (D0 = dia da FIV) de acordo com a categoria de 

blastocisto inicial, intermediário, expandido, eclodido, blastocistos totais e taxa de 

eclosão. Os valores são apresentados na forma de média ± erro padrão 
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5.3 Experimento 3 

 

5.3.1 Taxa de clivagem em D3 

 

Como mostrado na Figura 16, a adição de melatonina na MIV e CIV não teve 

efeito sobre a taxa de clivagem (P = 0,6685), tanto na comparação entre os 

diferentes grupos de tratamento quanto na análise dos contrastes. 

 

Figura 16 – Experimento 3. Efeitos da adição de diferentes concentrações de 

melatonina (0, 0,01, 10 ou 10000 nM) durante a maturação in vitro (MIV) e cultivo in 

vitro (CIV) na taxa de clivagem de embriões bovinos no D3 (D0 = dia da FIV). Os 

valores são apresentados na forma de média ± erro padrão 

 

 

5.3.2 Produção de embriões em D7 

 

Como mostrado na Figura 17, a adição de melatonina durante a MIV e CIV, 

para todas as concentrações avaliadas, não afetou a produção de blastocisto inicial, 

intermediário, blastocisto expandido, blastocisto eclodido, blastocistos totais e taxa 

de blastocisto. 
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Figura 17 – Experimento 3. Efeitos da adição de diferentes concentrações de 

melatonina (0, 0,01, 10 ou 10000 nM) durante a maturação in vitro (MIV) e cultivo in 

vitro (CIV) no número de blastocistos produzidos no D7 (D0 = dia da FIV) produzidos 

no D7 (D0 = dia da FIV) de acordo com a categoria de blastocisto inicial, 

intermediário, expandido, blastocistos totais e taxa de blastocisto geral. Os valores 

são apresentados na forma de média ± erro padrão 
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5.3.3 Produção de embriões em D9 

Como mostrado na Figura 18, a adição de melatonina durante o CIV, para 

todas as concentrações avaliadas, não afetou a produção de blastocistos 

intermediários, expandidos, eclodidos, totais e taxa de eclosão. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



58 
 

Figura 18 – Experimento 3. Efeitos da adição de diferentes concentrações de 

melatonina (0, 0,01, 10 ou 10000 nM) durante a maturação in vitro (MIV) e cultivo in 

vitro (CIV) no número de blastocistos produzidos no D9 (D0 = dia da FIV) de acordo 

com a categoria de blastocisto intermediário, expandido, eclodido, blastocistos totais 

e taxa de eclosão. Os valores são apresentados na forma de média ± erro padrão 
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6 DISCUSSÃO 

 

Este estudo teve como objetivo investigar o efeito da melatonina em oócitos 

e/ou embriões bovinos da raça Nelore utilizando três concentrações diferentes: 0,01 

nM (10⁻¹¹ M), 10 nM (10⁻⁸ M) e 10000 nM (10⁻⁵ M). O trabalho focou na comparação 

entre os grupos de tratamento, avaliando como a concentração de melatonina e a 

etapa de adição influenciaram no desenvolvimento embrionário. Na MIV, a 

concentração de 10000 nM (10⁻⁵ M) mostrou-se promissora para a produção 

embrionária quando comparada à concentração de 0,01 nM (10⁻¹¹ M). 

Embora a qualidade intrínseca do oócito seja fundamental para determinar a 

taxa de desenvolvimento desse gameta em blastocisto, o ambiente de cultivo 

também desempenha um papel crítico nesse processo (YANG et al., 1998; 

LUBERDA, 2005; SUGINO, 2005). Curiosamente, apesar da melatonina estar 

presente no fluido folicular em concentrações fisiológicas de aproximadamente 1,1 a 

1,3 × 10⁻¹⁰ M durante o desenvolvimento do oócito, os meios de maturação in vitro 

comumente utilizados para essas estruturas não incluem esse hormônio em sua 

composição (TAMURA et al., 2009). Os protocolos mais comuns empregados 

durante a PIVE utilizam de meio base comercial para maturação in vitro (WALLS et 

al., 2018), que contém em sua composição o hormônio FSH, responsável por 

promover a maturação oócitaria (BURATINI et al., 2021). Embora o FSH seja 

amplamente utilizado, estudos sugerem que a melatonina isolada, em uma 

concentração de 10⁻⁹ M, resulta na retomada da meiose em oócitos bovinos após a 

maturação, alcançando resultados similares aos obtidos com o uso de FSH 

(FERNANDES, 2020). A interação entre os diferentes fatores e as alterações na 

demanda metabólica dos oócitos 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 questões referentes ao possível potencial da 

melatonina no desenvolvimento embrionário quando adicionada ao ambiente de 

cultivo. 

A administração dessa molécula tem sido bastante relacionada à melhora na 

qualidade dos oócitos (NAKAMURA et al., 2003). Esse efeito não se deve apenas à 

sua ação antioxidante contra as EROs (REITER et al., 2008), mas também à sua 

capacidade de reduzir a apoptose (SUCCU et al., 2014), ativar outras enzimas 

antioxidantes (MEHAISEN et al., 2014) e melhorar a maturação nuclear e 
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citoplasmática dos oócitos em diferentes espécies (YANG et al., 2020; BARROS et 

al., 2020; EL-RAEY et al., 2011; MAGALHÃES et al., 2021; MANJUNATHA et al., 

2009).  

Neste estudo, embora as concentrações de melatonina testadas não tenham 

mostrado efeito positivo significativo na produção embrionária em relação ao grupo 

controle, o experimento 1 demonstrou uma tendência favorável para a concentração 

de 10000 nM (10⁻⁵ M). Essa concentração mais elevada mostrou tendência para um 

número superior de blastocistos eclodidos (P = 0,0686) e totais (P = 0,0892), em 

comparação à concentração mais baixa de 0,01 nM (10⁻¹¹ M) quando adicionada à 

MIV. Em consonância com essa observação, a concentração de 10000 nM 

destacou-se por atingir uma taxa de blastocistos de 48,2% no D7, sugerindo um 

impacto mais expressivo no desenvolvimento embrionário em comparação às 

demais concentrações analisadas. 

De acordo com Silva et al. (2020), as taxas de produtividade embrionária 

durante a PIVE quando relacionadas à adição de melatonina (10⁻⁵ µM) no meio de 

cultivo durante a MIV, resultaram em taxas superiores de clivagem (52,9%), mórula 

(52,9%) e blastocisto (35,3%) em comparação ao grupo controle, que apresentou 

taxas de 38,6%, 36,1% e 18,1%, respectivamente. Outros autores também relataram 

que a qualidade dos blastocistos avaliados no D7 em grupos tratados com dose de 

50 ng/mL de melatonina foi significativamente maior em comparação ao grupo 

controle, podendo-se afirmar que a molécula melhora suficientemente o meio de 

cultivo e consequentemente, a qualidade das estruturas cultivadas (CÓRDOBA et 

al., 2023). Em outras espécies, o tratamento de células doadoras de núcleo com 

melatonina na concentração de 10⁻¹⁰ M não apenas aumentou a eficiência na 

reconstrução de embriões clonados, mas também a incubação desses embriões nas 

concentrações de 10⁻⁹ M ou 10⁻¹² M resultou em um desenvolvimento 

significativamente melhorado em embriões suínos (PANG et al., 2012).  

Durante a PIVE, os oócitos e embriões são submetidos a concentrações de 

oxigênio mais elevadas em comparação aos produzidos in vivo (20% concentração 

atmosférica vs. 2-8% concentração intrauterina) (GUEMRA et al., 2013). A maior 

exposição ao oxigênio leva a um aumento na produção de radicais livres, como 

superóxido, peróxido de hidrogênio e hidroxila (AGARWAL et al., 2006). Esses 

radicais reagem com proteínas celulares, lipídeos e DNA, causando inativação 

enzimática, peroxidação lipídica da membrana e alterações no DNA (KEANE et al., 
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2024). Reconhecendo que condições adversas podem aumentar o estresse 

oxidativo durante a MIV, Cavallari et al. (2019) avaliaram o efeito da melatonina na 

concentração de 1 μM sobre a produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) 

em oócitos bovinos expostos a altas temperaturas (41°C). Os resultados mostraram 

que a melatonina reduziu a produção de EROs nos oócitos submetidos ao choque 

térmico durante a maturação in vitro. Diante disso, acredita-se que os oócitos 

possivelmente enfrentem um grande desafio fisiológico durante os procedimentos 

que antecedem o cultivo in vitro, como o transporte e a aspiração folicular. Dessa 

forma, o estresse oxidativo, tende a ser mais acentuado antes da MIV do que 

durante o CIV. 

Considerando a definição presente na literatura, um antioxidante é uma 

molécula que mesmo em baixas concentrações tem a capacidade de retardar ou 

prevenir a oxidação de um substrato (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007). O 

sistema de defesa enzimático inclui as enzimas SOD2 e GPX1, que atuam 

prevenindo e controlando a formação de EROs, as quais estão envolvidas na 

iniciação das reações 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 importância a manutenção do equilíbrio entre 

as enzimas antioxidantes e as espécies pró-apoptóticas, a fim de promover a 

integridade celular (FERREIRA et al., 1997; SCHNEIDER et al., 2004). Sendo assim, 

o presente estudo buscou avaliar o efeito da melatonina na expressão dos 

transcritos das enzimas SOD2 e GPX1. Uma vez que, pesquisas anteriores 

apontaram que a melatonina pode induzir um aumento na expressão das enzimas 

antioxidantes citadas, como foi observado em estudo com hamsters (ANTOLÍN et al., 

1996). Da mesma forma, experimentos in vitro indicaram que a melatonina eleva a 

produção de embriões, diminuindo tanto os níveis de EROs quanto o número de 

núcleos apoptóticos, regulando positivamente as enzimas GPX1 e SOD2 (REMIÃO 

et al., 2016). Contudo, no contexto da maturação in vitro (MIV), o experimento 1 

revelou que a adição de melatonina não resultou em alterações significativas na 

expressão dessas enzimas. 

Como já discutido, as condições durante a MIV podem influenciar em diversas 

funções fisiológicas nas estruturas, incluindo os níveis de poliadenilação de mRNA, 

afetando assim a qualidade embrionária (BILODEAU-GOESEELS et al., 2002). Isso 

revela que as deficiências na competência de desenvolvimento observadas em 
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grande parte dos oócitos maturados in vitro refletem na composição e na 

abundância de transcritos de RNA específicos no oócito, como mRNA, rRNA e tRNA 

(TORRES-OSORIO et al., 2019). Considerando esses aspectos, foi investigado os 

efeitos da melatonina no marcador de qualidade embrionária OCT4, responsável por 

desempenhar um papel crucial na reprogramação epigenética, manutenção da 

pluripotência e no desenvolvimento embrionário adequado (HABERMANN et al., 

2007). No entanto, a expressão diferencial do OCT4 nos blastocistos eclodidos no 

D9 não foi detectada nos grupos avaliados (controle; 10 e 10000 nM de melatonina), 

contrastando com relatos científicos de que a melatonina melhora a qualidade do 

oócito e acelera o desenvolvimento embrionário pós fertilização in vitro (BARRETT et 

al., 2012; XU et al., 2019; PANG et al., 2019). 

Além da investigação sobre o efeito da melatonina em relação aos transcritos 

responsáveis pela proteção contra as EROs e à qualidade embrionária, também foi 

avaliado a expressão de genes associados à apoptose. As proteínas da família 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 análises de RT-qPCR não revelaram diferenças significativas na 

expressão dos genes sensíveis à melatonina, diferindo da literatura.  

Os efeitos da melatonina podem variar conforme as etapas da PIVE e o 

estágio de desenvolvimento das estruturas cultivadas. No cultivo in vitro (CIV), 

apesar de diversos relatos na literatura apontarem os benefícios da melatonina 

quando adicionada ao meio de CIV, os resultados do experimento 2 não revelaram 

efeitos significativos da molécula durante a etapa, independentemente da 

concentração 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 presença de óleo mineral, contribuindo para a melhoria da qualidade 

embrionária. No entanto, outros pesquisadores observaram que a melatonina 

adicionada na concentração de 10⁻⁴ M na etapa de cultivo diminuiu as taxas de 

blastocistos no grupo tratado, mesmo em atmosfera controlada (7% de O2) (PAPIS 

et al., 2007). Uma possível explicação para esses resultados é que, em doses mais 

altas, a melatonina pode ter efeitos prejudiciais, comprometendo sua eficácia 

antioxidante (PAIVA PAULA., 2017). A ação protetora e reguladora do hormônio no 

organismo, tanto direta quanto indireta, não se restringem apenas à presença de um 
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receptor específico no tecido, mas também são influenciadas pelo tipo de receptor 

presente (RODRIGUES, 2023). O hormônio interage por meio de dois tipos de 

receptores de membrana, MT1 e MT2 (HILL et al., 2015), que são mais comumente 

encontrados em tecidos reprodutivos, como nos oócitos e úteros de fêmeas bovinas 

(DUAN et al., 2022; DIRANDEH et al., 2022), ovários de ratos (PAL et al., 2022) e 

em testículos de carneiros (GONZÁLEZ-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 é responsável pelo controle da meiose 

durante a maturação do oócito (WANG et al., 2021) e pela modulação do 

desenvolvimento embrionário (WANG et al. 2014), enquanto o receptor MT2 regula a 

apoptose e a proliferação das células da granulosa em bovinos (HE et al., 2016). 

Uma outra abordagem interessante sobre a adição da melatonina é sua 

inclusão no meio de cultivo durante ambas as etapas mencionadas nos 

experimentos 1 e 2, a fim de avaliar possíveis efeitos complementares. Contudo, no 

experimento 3, que envolveu a adição de melatonina na MIV+CIV, não foram 

observados efeitos positivos significativos da molécula em comparação ao grupo 

controle. Essa adição despertou interesse, uma vez que oócitos e blastocistos não 

compartilham o mesmo sítio de ligação, dado que os receptores MT1 e MT2 

exercem funções distintas, mais adequadas a cada fase de desenvolvimento das 

estruturas como citado anteriormente. De acordo com Chaya (2016), a adição de 

melatonina durante a MIV não melhorou a maturação dos oócitos nem o 

desenvolvimento dos possíveis embriões durante o CIV, evidenciando que sua 

adição simultaneamente nas etapas não influenciou nas taxas de clivagem 

embrionária e na formação de blastocistos. 

Por fim, este estudo destaca a importância de considerar a composição 

genética dos oócitos e embriões ao avaliar a eficácia de diferentes abordagens na 

PIVE. A escolha de bovinos da raça Nelore como modelo de estudo, pode influenciar 

significativamente os resultados obtidos. A compreensão das características 

genéticas específicas desta raça é essencial para interpretar adequadamente os 

efeitos das intervenções, como a suplementação com melatonina, e para otimizar as 

estratégias de cultivo in vitro. Futuras pesquisas devem continuar a explorar como 

as variações genéticas afetam a resposta ao tratamento, a fim de aprimorar os 

resultados da PIVE e avançar o conhecimento nesta área. 
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7 CONCLUSÃO 

 

Em conclusão, a adição de melatonina na MIV não influenciou a expressão 

dos genes OCT4, SOD2, GPX1 e BAX. Adicionalmente, demonstrou tendência para 

melhores taxas de produção embrionária em comparação à concentração de 0,01 

nM. 
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