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RESUMO
A hipdtese é que a utilizacdo do sistema de cultivo tridimensional (3D) com o emprego de uma
membrana de nanocelulose bacteriana (CellFate®; Biocelltis S.A., Brasil), durante a maturacéo
oocitéria (MIV) e cultivo embrionéario (CIV) associada a adicdo de melatonina na MIV, aumenta a
producéo e qualidade dos embries bovinos produzidos in vitro. Para tanto, esta tese foi construida
em trés capitulos: revisao de literatura (Capitulo 1); efeito dose-resposta da melatonina adicionada
durante a MIV e/ou CIV no sistema de cultivo convencional (bidimensional, 2D) na producéo e
qualidade embrionéria (Capitulo 2; Estudo 1) e associa¢do do cultivo 3D (CellFate®) na MIV e
CIV, com a adicdo de 10 uM (10000 nM) de melatonina na MIV sobre a producdo e qualidade
embrionaria (Capitulo 3; Estudo 2). No estudo 1, objetivou-se avaliar os efeitos de 0,01, 10 e 10000
nM de melatonina (Sigma Aldrich, M5250), durante a MIV (Experimento 1), CIV (Experimento 2)
e MIV e CIV (Experimento 3). Dessa forma, ovarios de fémeas Nelore (Bos taurus indicus) foram
coletados em abatedouro e odcitos derivados desses ovarios foram submetidos a MIV por 24 horas
em meio proprio acrescido de 10% de soro fetal bovino (SFB), além dos tratamentos. A seguir,
od0citos e espermatozoides forma co-cultivados por 18 horas. Os provaveis zigotos foram
transferidos para o meio fluido sintético de oviduto acrescido com 2,5% de SFB, além dos
tratamentos, onde foram cultivados por 9 dias. Todas as etapas foram realizadas gotas de cultivo
submersas em 6leo mineral para cultivo dispostas em placas de Petri em incubadora a 38,5°C e
atmosfera umida com 5% de CO>. A taxas de clivagem, blastocisto e eclosdo foram avaliadas aos
3, 7 e 9 dias de cultivo, considerando a FIV como dia 0 (D0). Aos 9 dias, blastocistos eclodidos
foram colhidos para avaliar a expressdo de OCT4 (POU class 5 homeobox 1), SOD2 (superoxide
dismutase 2), GPX1 (glutathione peroxidase 1), e BAX (BCL2 associated X) por RT-gPCR. Os
dados foram submetidos a analise de variancia seguida da aplicacdo de contrastes. A taxa de
clivagem ndo foi alterada nos trés experimentos. No Experimento 1, o uso de melatonina no D7

determinou uma tendéncia para maior nimero de blastocistos eclodidos (P = 0,0686) e totais (P =
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0,0892) no grupo 10000 nM comparado ao grupo 0,01 nM. No D9, observou-se maior nimero de
blastocistos totais (P = 0,0216) no grupo 10000 nM comparado ao grupo 0,01 nM e uma tendéncia
(P = 0,0741) de maior numero de blastocistos eclodidos no grupo 10000 nM comparado ao grupo
0,01 nM. Né&o foram observadas diferencgas para a RT-gPCR. Nos experimentos 2 e 3 ndo foram
observadas diferencas significativas na producdo embrionaria. Em conclusdo, a adicdo com
melatonina apenas na MIV determina uma tendéncia para melhores taxas de produgdo embrionaria
quando 10000 nM foi comparado a 0,01 nM e que tal adi¢cdo nédo alterou a expressdo dos transcritos
OCT4, SOD2, GPX1 e BAX. No estudo 2, objetivou-se avaliar o efeito do sistema 3D na MIV, CIV
ou M1V e CIV, bem como o impacto de 10 UM de melatonina na MIV na presenca ou ndo do sistema
3D durante a MIV. Ovarios de fémeas Bos taurus indicus x Bos taurus taurus foram colhidos em
abatedouro para a recuperacdo oocitaria. As etapas de MIV, FIV e CIV, bem como as anéalises
seguiram o protocolo descrito para o Estudo 1, exceto que todas as etapas foram realizadas placas
de 4 pocos. O sistema 3D com melatonina apresentou maior taxa de clivagem em D3 comparado ao
controle (P = 0,0300) e ao sistema 3D sem melatonina (P = 0,0313). No D7, o sistema 3D com
melatonina apresentou maior taxa de blastocisto inicial comparado ao controle (P = 0,0079). No D9,
o sistema 3D com melatonina apresentou maior taxa de blastocisto expandido comparado ao sistema
3D sem melatonina (P = 0,0491), maior taxa de blastocisto geral comparado aos grupos controle (P
= 0,0160) e sistema 3D sem melatonina (P = 0,0193). A utilizacdo do sistema 3D isolado na MIV
resultou em taxa de blastocisto geral semelhante ao sistema 3D com melatonina, sendo esses dois
sistemas superiores aos sistemas 3D sem melatonina, 3D somente no CIV e controle (P = 0,0323).
Em concluséo, o sistema 3D com ou sem melatonina, resulta em maior taxa de blastocisto geral no
D9, sem alterar a expressdo de OCT4, GPX1, SOD2 e BAX em embrides bovinos. Com base nos
dois estudos, conclui-se que a utilizacao de 10 uM, bem como a utilizacéo do sistema 3D CellFate®
melhoram producdo embrionaria in vitro.

Palavras-chave: reproducéo, oocito, embrido, antioxidante, cultura tridimensional.
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ABSTRACT

The possibility is that the use of the three-dimensional (3D) culture system, with the use of a
bacterial nanocellulose membrane (CellFate®), during in vitro oocyte maturation (IVM) and in vitro
embryonic culture (IVC) associated with the addition melatonin in OM increases the production and
quality of bovine embryos produced in vitro. To achieve this, this thesis was constructed in three
chapters: literature review (Chapter 1); dose-response effect of melatonin added during VM and/or
IVC in the conventional culture system (two-dimensional, 2D) on embryonic production and quality
(Chapter 2; Study 1) and association of 3D culture (CellFate®) in IVM and IVC, with the addition
of 10 uM (10000 nM) of melatonin in IVM on embryonic production and quality (Chapter 3; Study
2). In study 1, the objective was to evaluate the effects of 0.01, 10 and 10000 nM of melatonin
(Sigma Aldrich, M5250), during IVM (Experiment 1), IVC (Experiment 2) and IVM and IVC
(Experiment 3). Thus, ovaries from Nellore females (Bos taurus indicus) were collected in a
slaughterhouse and oocytes derived from these ovaries were subjected to VM 24 hours in specific
medium with 10% fetal bovine serum (FBS), in addition to the treatments. Next, oocytes and sperm
are formed co-cultured 18 hours. The probable zygotes were transferred to the synthetic fluid
oviduct medium added with 2.5% FBS, in addition to the treatments, where they were cultured for
9 days. All stages were carried out in drops of cultivation submerged in oil for interested cultivation
in Petri dishes in an incubator at 38.5°C and a humid atmosphere with 5% CO2. Cleavage, blastocyst
and hatching rates were evaluated at 3, 7 and 9 days of culture, respectively, considering IVF as day
0 (D0). At 9 days, hatched blastocysts were collected to evaluate the expression of OCT4 (POU
class 5 homeobox 1), SOD2 (superoxide dismutase 2), GPX1 (glutathione peroxidase 1), and BAX
(BCL2 associated X) by RT-gPCR. The data were subjected to analysis of variance followed by the
application of contrasts. The cleavage rate was not changed in the three experiments. In Experiment
1, the use of melatonin determined on D7, a tendency for a greater number of hatched (P = 0.0686)

and total (P = 0.0892) blastocysts in the 10000 nM group compared to the 0.01 nM group. On D9,
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we encouraged a greater number of total blastocysts (P = 0.0216) in the 10000 nM group compared
to the 0.01 nM group and a tendency (P = 0.0741) for a greater number of blastocysts hatched in the
10000 nM group compared to the 0.01 nM group. No differences were observed for RT-qPCR. In
experiments 2 and 3, no important differences in embryo production were observed. In conclusion,
the addition of melatonin only to IVM determines a trend towards better embryonic production rates
when 10000 nM was compared to 0.01 nM and that such addition did not alter the expression of
OCT4, SOD2, GPX1 and BAX transcripts. In study 2, the aim was to evaluate the effect of the 3D
system on IVM, IVC or IVM and IVC, as well as the impact of 10 pM melatonin on IVM in the
presence or absence of the 3D system during an IVM. Ovaries from Bos taurus indicus x Bos taurus
taurus females were collected in a slaughterhouse for oocyte recovery. The IVM, IVF and IVC
steps, as well as the analyzes followed the protocol described for Study 1, except that all steps were
performed in 4-well plates. The IVM, IVF and IVC steps, as well as the analyzes followed the
protocol described for Study 1. The 3D system with melatonin showed higher cleavage rates in D3
compared to control (P = 0.0300) and to the 3D system without melatonin (P = 0.0313). On D7, the
3D system with melatonin showed higher early blastocyst rates compared to the control (P =
0.0079). On D9, the 3D system with melatonin showed higher expanded blastocyst rates compared
to the 3D system without melatonin (P = 0.0491), higher overall blastocyst rates compared to the
control (P = 0.0160) and 3D system without melatonin groups. melatonin (P = 0.0193). The use of
the 3D system alone in IVM resulted in an overall blastocyst rate similar to the 3D system with
melatonin, with these two systems being superior to the 3D systems without melatonin, 3D only in
IVC and control (P = 0.0323). In conclusion, the 3D system with or without melatonin results in
higher overall blastocyst rates at D9, without altering the expression of OCT4, GPX1, SOD2 and
BAX in bovine embryos. Based on our two studies, in conclusion, the use of 10 uM as well as the
use of the 3D CellFate® system improves in vitro embryo production.

Keywords: reproduction, oocyte, embryo, antioxidant, three-dimensional culture.
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1. INTRODUCAO

A demanda mundial por alimentos cresce de forma proporcional ao aumento da populagéo. O Brasil
possui alta representatividade quando se trata da atual e futura producédo de alimentos. Em busca de
alcancar o maximo de éxito no que se refere aos 17 objetivos preconizados pela Organizagdo das
NacGes Unidas (ONU) até 2030, especialmente "Fome Zero, Consumo e Produgdo Responsavel,
Acdo Climatica e Vida na Terra", o Brasil busca ferramentas para a producdo mais eficiente de
alimentos, incluindo a producdo de proteina animal. A Organizacdo das Na¢des Unidas para a
Alimentacéo e Agricultura (FAO, 2022) reconheceu o Brasil como o detentor do maior rebanho
bovino comercial do mundo, estimado em 234,4 milhdes de animais.

Considerando o sistema de producgdo de carne e a fase de cria, a importancia no aumento da
eficiéncia reprodutiva, aliado ao melhoramento genético dos produtos nascidos, fez com que a
producdo in vitro de embrides (PIVE) se estabelecesse como uma ferramenta biotecnoldgica com
aplicacdo crescente no mundo e especialmente no Brasil. A PIVE em bovinos, possibilita a
multiplicacdo exponencial de fémeas geneticamente superiores. Estabelecendo uma analise
comparativa, fémeas submetidas a inseminacdo artificial em tempo fixo produzem um bezerro ao
ano e até 10 bezerros ao longo de sua vida reprodutiva (LOIOLA et al., 2014). Tal nimero pode ser
grandemente ampliado com o uso intensivo da aspiracédo folicular guiada por ultrassonografia aliada
a PIVE. A associacdo dessas biotécnicas utilizada intensivamente possibilita as fémeas a
contabilizacdo do equivalente a um bezerro por semana, gerando assim um grande aumento no
numero de proles ao longo da vida produtiva e reprodutiva (VARAGO; MENDONCA; LAGARES,
2008; LOIOLA et al., 2014). De acordo com Viana (2022), em 2021 foram produzidos no mundo
1.521.018 embribes bovinos pelo sistema in vitro, numero 3,96 vezes maior que a producéo in vivo,
que foi de 386.374 no mesmo ano.

A PIVE envolve as etapas de coleta de odcitos, maturacdo in vitro dos oocitos (MIV), fertilizagéo

in vitro dos odcitos (FIV) e cultivo in vitro dos embrides (CIV). As etapas de MIV e FIV sdo
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realizadas com aceitavel eficiéncia. Entretanto, sete dias ap6s o inicio do CIV, a porcentagem de
odcitos inicialmente cultivados que se desenvolvem até o estagio de blastocisto é de
aproximadamente 40% (R1ZOS et al., 2008). Assim, torna-se de grande interesse o aperfeicoamento
da PIVE, para um maior éxito na taxa de conversdo de odcitos em blastocistos apds sete dias de
cultivo.

A manipulacdo exercida sobre 0s o6citos e embrides na execucdo da PIVE, assim como as proprias
condicdes do cultivo, reconhecidamente se associam para promover o estresse oxidativo (GUERIN
et al., 2001; SOTO-HERAS e PARAMIO, 2020). Tal estresse é caracterizado pelo desequilibrio
entre a producédo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e a remocéo delas através de sistemas
enzimaticos ou ndo. As EROs determinam danos celulares e favorecerem o desencadeamento dos
mecanismos apoptéticos nas células (LI et al., 2019). Niveis supra fisiologicos de EROs foram
relacionados ao envelhecimento e aberragdes cromossomicas em odcitos (LORD; MARTIN;
AITKEN, 2015; MIHALAS et al., 2017; SASAKI et al., 2019).

A melatonina (N-acetilsalicilico-5-metoxitriptamina) &€ um hormonio com propriedades
antioxidantes e reconhecidamente determina efeitos importantes na protecéo dos tecidos ovarianos
contra o estresse oxidativo (TAMURA et al., 2012; MANCHESTER et al., 2015; REITER et al.,
2016; RAI; GOSH, 2021), regulando a expressao das enzimas superoxido dismutase (SOD) e
glutationa peroxidase (GPX), ambas envolvidas na remoc¢do de EROs (TATEMOTO et al., 2004;
WANG et al., 2014a). Reportou-se que a melatonina, encontrada no fluido folicular, protege
diretamente os odcitos das EROs (TATEMOTO et al., 2004; FATEHI et al., 2005; TAMURA et
al., 2012) e age inibindo a formacdo de EROs (TAMURA et al., 2020). Observacdes recentes
permitem sugerir que a melatonina favorece o desenvolvimento de odcitos e/ou embrides em
diferentes espécies, como murinos (TIAN et al., 2017b; KESHAVARZI et al., 2018a; EZZATI et

al., 2018), ovinos (TIAN et al., 2017a), bovinos (YANG et al., 2017; MARQUES et al., 2018; AN
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et al., 2019; PANG et al., 2019), suinos (LEE et al., 2018; NIE et al., 2018; WANG; ZENG, 2018)
e caprinos (SAEEDABADI et al., 2018).

Para a espécie bovina, a melatonina ja foi testada na maturacao oocitaria e/ou cultivo embrionario.
Cebrian-Serrano et al. (2013), em seu estudo, utilizaram a melatonina em ambas as etapas da PIVE.
Nesse estudo, os autores investigaram a capacidade da melatonina atenuar efeitos nocivos do
estresse térmico durante a PIVE que foi realizada a partir de ovarios provenientes de abatedouro. O
grupo genético dos animais utilizados ndo foi especificado no referido trabalho e, até 0 momento,
ndo temos conhecimento de estudos com o uso de melatonina durante a PIVE com odcitos e
embrides provenientes de fémeas Nelore (Bos taurus indicus).

O desenvolvimento embrionario inicial, in vivo, ocorre no oviduto sob influéncia de estimulos
hormonais sistémicos e locais, entre 0 embrido e epitélio tubario, onde o embrido modula localmente
a expressao génica, sintese de proteinas e atividade secretora das células tubarias, bem como sua
velocidade de transito da tuba até a cavidade uterina (KOLLE; HUGHES; STEELE, 2020). Na PIVE
convencional, as etapas de M1V e CIV sdo realizadas em um sistema de cultivo bidimensional (2D),
onde odcitos e embrides sdo cultivados em placas na presenca de um meio de cultivo estabelecido,
padecendo da auséncia dos estimulos provenientes do tecido materno. No sistema 2D, parte do
odcito ou embrido se adere na superficie da placa de cultivo ocasionando; na area em contato direto
com a placa, a restricao de troca entre a estrutura e 0s componentes do meio de cultivo. Além disso,
nos primeiros quatro dias de desenvolvimento in vivo dos embrides, o oviduto apresenta contracdes
musculares que determinam movimentos progressivos e retrogrados repetitivos do embrido no
Iimen do oviduto. Tal movimentacao € determinada por uma forca mecanica que néo € estabelecida
nos cultivos in vitro (LI; WINUTHAYANON, 2017).

Frente a esse contexto, surge a necessidade de se buscar novas perspectivas que possam melhor
mimetizar o ambiente fisiol6gico que envolve 0s odcitos e embrides, com a expectativa de contribuir

para um aumento na producédo e qualidade dos embrides produzidos. Dentro dessa proposta, uma
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das alternativas pode ser o cultivo tridimensional (3D), que permite ao odcito e embrido estabelecer
a area de troca nas suas trés dimens6es, ampliando a &rea de superficie de troca entre tais estruturas
e 0s componentes do meio de cultivo. Relata-se que o ambiente 3D oferece um ambiente
fisiologicamente mais similar ao microambiente uterino materno quando comparado ao 2D, com a
possibilidade de exercer in vitro, a depender do material utilizado, forca mecanica semelhante
aquela exercida pela matriz extracelular in vivo, condicdo favoravel ao desenvolvimento in vitro
(WOODRUFF; SHEA, 2007).

Com base nessas informagdes, um novo tipo de membrana, denominada Cellfate® (Biocelltis
Biotecnologia S.A, Brasil), constituida por biopolimeros naturais a base de nanocelulose bacteriana
foi desenvolvida para o cultivo de diferentes tipos celulares. Até o momento, ndo foram realizadas
pesquisas que avaliassem o emprego da membrana Cellfate® na PIVE e, considerando que o
aperfeicoamento das condicGes de cultivo de gametas e embrides bovinos se faz necessario diante
do que foi exposto, esse trabalho foi desenvolvido para investigar os efeitos da utilizacao do referido
sistema 3D. Além disso a utilizacdo de melatonina durante a PIVE foi implementada. Essas
modifica¢bes foram propostas com o objetivo de melhorar a taxa de sucesso da PIVE. O ineditismo
do trabalho apresentado refere-se aos efeitos do cultivo 3D com membrana Cellfate® associado a
melatonina, adicionada aos meios de cultivo de odcitos e embrides bovinos a partir de o0citos

obtidos de fémeas da raca Nelore, no desenvolvimento embrionario.
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2. CAPITULO 1: REVISAO DE LITERATURA

2.1.PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES

A PIVE em bovinos é uma biotécnica estabelecida e aplicada comercialmente no mundo todo. A
América do Norte e a América do Sul concentram 95,70% da producdo mundial, sendo responsaveis
pela producédo de 764.750 e 690.856 embrides, respectivamente. O Brasil apresenta grande destaque
nesse cenario, com a producédo de 429.848 embrides (VIANA, 2022), cerca de 62,21% da producao
total da América Latina.

Os valores expressivos obtidos pela PIVE no Brasil séo apoiados pelo melhor desempenho das racas
zebuinas (Bos taurus indicus) na referida biotécnica, especialmente a raca Nelore. Segundo
Watanabe et al. (2017), quando fémeas de diferentes racas foram submetidas a aspiracao folicular
guiada por ultrassonografia e os odcitos submetidos a PIVE, estimou-se uma recuperacdo media de
27,2 oocitos na raca Nelore (Bos taurus indicus); 23,8 na Gir (Bos taurus indicus) e 21,8 odcitos na
raca Senepol e 19,3 na raca Holandesa (ambas Bos taurus taurus). Em relacdo a producéo
embrionaria, o grupo genético também apresenta grande influéncia na capacidade de conversao dos
odcitos a blastocistos. Baruselli et al. (2012) relata que em fémeas Holandesas (Bos taurus taurus)
uma média de 22 foliculos sdo observados nos ovarios antes da aspiracdo folicular in vivo, dos quais
15 odcitos sdo recuperados, gerando posteriormente 5,2 embrides clivados e apenas 1,1 embrido
considerado transferivel no D7 (DO = dia da FIV). Os mesmos autores relatam que em fémeas
Nelore (Bos taurus indicus) uma média de 42 foliculos observados nos ovarios antes da aspiracao
folicular in vivo, dos quais 37 sdo recuperados, gerando 21,7 embribes clivados e 5,3 embrides
transferiveis no D7. Tais observac@es evidenciam o maior éxito de fémeas Nelore na PIVE quando
comparadas com outras ragas.

Apesar da PIVE ter alcancado viabilidade comercial, aproximadamente 40% dos od0citos
submetidos a MIV e FIV produzem embrides que se desenvolvem até o estagio de blastocisto

(RIZOS et al., 2008). Embrides produzidos in vitro se desenvolvem mais lentamente e atingem o0s
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estagios de morula e blastocisto de 12 a 24 horas mais tarde quando comparados aos produzidos in
vivo (HOLM; BOOTH; CALLESEN, 2002; USHIJIMA; AKIYAMA; TAJIMA, 2008) e ainda
apresentam menor contagem de blastomeros (IWASAKI et al.,, 1990; KNIJN et al., 2003;
BALASUBRAMANIAN et al., 2007). Foi demostrado que genes como EZR, EPN1, PSEN2, FST,
IGFBP3, RBBP4, STAT3, FDPS e IRS1, todos envolvidos na fisiologia da maturacdo oocitaria
(ADONA et al.,, 2016), AQP3 (alteracdes regulatérias de volume e osmolaridade), SEPT7
(regulacéo da progressdo do ciclo celular), ABHD4 (hidrélise de lipidios de sinalizacdo) e SIAH2
(inducdo de apoptose apos a exposicao ao estresse) sao alterados durante a MIV (KATZ-JAFFE et
al., 2009). Assim, o aperfeicoamento das condig¢des de cultivo durante a PIVE, é alvo de muitos
estudos.

Outro fator que causa grande impacto na PIVE refere-se a tensdo de oxigénio. A tensdo de oxigénio
presente no oviduto é de 5 a 7%, enquanto na atmosfera da incubadora de cultivo & de
aproximadamente 20% (SIMON; KEITH, 2008; AMIN et al., 2014), condicdo que expbe 0S
gametas e embrides a tensdo de oxigénio muito acima das tensfes fisiologicas. Quando o
desenvolvimento embrionario ocorre no oviduto, diante de uma menor tensdo de oxigénio,
observou-se um maior equilibrio entre a producdo de EROs e a acdo de enzimas antioxidantes
(GUERIN; EL MOUATASSIM; MENEZO, 2001; GUPTA et al., 2010). Nas condiges in vitro de
cultivo, tal mecanismo fisiologico protetivo é perdido. Ainda deve-se considerar que o meio de
cultivo, dependendo da sua composicéo, pode constituir uma fonte de EROs (MARTIN-ROMERO
et al., 2008). Dessa forma, a PIVE realizada em sistema com alta tensdo de oxigénio e/ou na falta
da protecdo enzimatica dos antioxidantes, ocorre o acimulo de EROs que induz ao estresse
oxidativo de odcitos e embrides (FEIL et al., 2006; SIMON; KEITH, 2008; AMIN et al., 2014).

2.2.ESTRESSE OXIDATIVO EM OOCITOS E EMBRIOES DURANTE A PIVE

O oxigénio é utilizado como matéria prima no metabolismo oxidativo e consiste na principal forma

de obtencéo de energia dos organismos aerdbios. Os radicais livres sdo gerados como subprodutos
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na cadeia transportadora de elétrons mitocondrial durante a respiracdo celular (LIU; FISKUM,;
SCHUBERT, 2002). Durante o metabolismo oxidativo ocorre a redugdo parcial de oxigénio,
gerando EROs (DEVLIN, 1999). As EROs podem ser radicais livres, representados por moléculas
com elétrons de valéncia desemparelhados, como o superédxido e a hidroxila. As EROs também
podem ser representadas por compostos ndo radicalares como o peréxido de hidrogénio
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007). Niveis fisiologicos das EROs sdo necessarios para a
maturacdo oocitaria (MORADO et al., 2009), retomada da meiose em o6citos em fase de dipléteno
(TRIPATHI et al., 2009), estimulacdo da liberacdo de célcio intracelular em o6citos (CHAUBE et
al., 2008), hiperativacdo (LAMIRANDE; GAGNON, 1993; CHAUBE et al., 2008) e reagdo
acrossomal nos espermatozoides (LECLERC; DE LAMIRANDE; GAGNON, 1998).

As celulas apresentam mecanismos enzimaticos e ndo enzimaticos para manter adequados niveis de
EROs. As defesas enzimaticas contra o estresse oxidativo incluem a glutationa, superdxido
dismutase, catalase e tioredoxina, moléculas relacionadas & melhoria na conversdo de odcitos a
blastocistos em diferentes espécies (TAKAHASHI, 2012). A glutationa foi relacionada com o
aumento na taxa de blastocisto, quando os embrides bovinos foram cultivados em atmosfera ndo
controlada devido a diminuicdo do estresse do reticulo endoplasmatico (YOON et al., 2014). As
defesas celulares antioxidantes ndo enzimaticas sdo compostas por diferentes moléculas, como o
acido ascorbico, o a-tocoferol, selénio e a melatonina (NUNES et al., 2005). Quando a geracéao de
EROs passa a ser maior que a capacidade de atenuacao celular pelos sistemas enzimaticos ou ndo,
é estabelecido um desequilibrio que determina o estresse oxidativo. As EROs promovem danos
celulares e favorecem os mecanismos apoptoticos nas células (WANG et al., 2012). Em embrides,
os danos causados pelo excesso de EROs incluem peroxidacéo lipidica da membrana, oxidacdo de
aminoéacidos e acidos nucleicos, deplecdo de trifosfato de adenosina e disfuncdo mitocondrial e,
aléem disso, as EROs em excesso determinam um bloqueio na maturacdo oocitaria e no

desenvolvimento dos embrides (GUERIN; EL MOUATASSIM: MENEZO, 2001; JUKNAT et al.,
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2005; MATSUZUKA et al., 2005; WANG et al., 2012). O excesso de EROs ainda foi relacionado
a ativacdo da resposta apoptotica mitocondrial (JUKNAT et al., 2005). Durante o estresse oxidativo,
o0 equilibrio entre as proteinas pré-apoptoticas como proteina X associada a BCL-2 (BAX), proteina
antagonista da BCL-2 (BAK) e a proteina reguladora de apoptose (BAD) e as antiapopt6ticas BCL2,
BCLW e BCLXL, favorecendo os mecanismos apoptoticos nas células (MAITY et al., 2009).

2.3.PROPRIEDADES BENEFICAS DA MELATONINA

A melatonina é um horménio sintetizado a partir do triptofano, que € inicialmente hidroxilado para
produzir 5-hidroxitriptofano que, por sua vez, é descarboxilado gerando a serotonina. A serotonina
é acetilada a N-acetilserotonina ou metilada para gerar 5-metroxitriptamina, cujos produtos podem
ser metilados ou acetilados respectivamente, para gerar melatonina (ZHAO et al., 2019).

A melatonina é uma molécula com reconhecida capacidade de reduzir os niveis de EROs. Tal efeito
decorre da atenuacdo direta de moléculas como oxigénio singleto, 6xido nitrico, peroxido de
hidrogénio e radical hidroxila por meio de reacGes antioxidantes (POEGGELER et al., 1996) e
através da regulacdo positiva de genes responsaveis por codificar proteinas antioxidantes
(BARLOW-WALDEN et al., 1995; ANTOLIN et al., 1996; MAYO et al., 2002; RODRIGUEZ et
al., 2004). Os metabdlitos da melatonina também apresentam expressiva capacidade antioxidante
(RESSMEYER et al., 2003; TAN et al., 2007; GALANO; TAN; REITER, 2011). Entretanto, deve-
se considerar que a efetividade de tais mecanismos protetivos aqui relacionados parece estar
reduzida nas condi¢es de cultivo in vitro.

A melatonina esta presente no interior do foliculo ovariano em uma concentracdo maior que a
encontrada no sangue periférico e assume-se que, possivelmente, essa molécula representa a
substancia antioxidante mais potente encontrada nos foliculos, onde age protegendo os oécitos das
EROs (TATEMOTO et al., 2004; FATEHI et al., 2005; TAMURA et al., 2012). A utilizacdo de
moléculas capazes de controlar os niveis de EROs, como a melatonina, torna-se uma importante

estratégia para aperfeicoar as condic¢des de cultivo na PIVE.
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2.4EFEITOS DA MELATONINA EM COMPLEXOS CUMULUS-OOCITO E

EMBRIOES

Os efeitos positivos da melatonina na PIVE foram observados em diversas espécies. Em odcitos
murinos envelhecidos, a melatonina recuperou parcialmente os efeitos do envelhecimento,
determinando uma reducdo de EROs e inibicdo da apoptose (DAI et al., 2017). O uso de melatonina
durante a MIV aumentou a taxa de blastocisto e o niamero de células por blastocisto (HE et al.,
2016), aumentou a expansao, maturacao, fertilizacao e taxa de blastocisto (BAHADORI et al., 2013;
KESHAVARZI et al., 2018) e aumentou a viabilidade de blastocistos durante a vitrificagdo e o
descongelamento (ZHANG et al., 2016). A melatonina quando adicionada durante o CIV aumentou
a qualidade e taxa de desenvolvimento de embrides e preveniu a apoptose (NIKNAFS;
MEHDIPOUR; ROUSHANDEH, 2014). Demonstrou-se que a melatonina aumenta as proteinas
SOD e BCL2 e diminui CAS3 e p53; favorecendo o desenvolvimento de embrides produzidos por
transferéncia nuclear de células sométicas (SALEHI; KATO; TSUNODA, 2014).

Zigotos bovinos suplementados com melatonina, por trés horas apés a fertilizacdo, tiveram uma
reducdo nos niveis de EROs (ORTEGA et al., 2016). Komninou et al. (2016), cultivaram embrides
com nano capsulas de nucleo lipidico carregadas com melatonina e verificaram aumento na taxa de
eclosdo e no nimero de células embrionarias, bem como reducdo nos niveis de EROs e dos
mecanismos apoptoticos.

A melatonina, quando adicionada no CIV, a promoveu aumento na taxa de clivagem e taxa de
blastocisto, além de acelerar o desenvolvimento de embrides in vitro e qualidade de blastocistos
quando adicionada ao cultivo in vitro (WANG et al., 2014a). A melatonina adicionada nos primeiros
dois dias do CIV aumentou a taxa de blastocisto e blastocisto eclodido (WANG et al., 2014b). A
melatonina atua regulando positivamente superdxido dismutase 1 (ZnSOD) e 2 (MnSOD) em
celulas do cumulus, diminuindo a fragmentacdo nuclear, além de diminuir as EROs em odcitos

durante a MIV (RODRIGUES-CUNHA et al., 2016). Observou-se que a suplementacdo de odcitos
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com melatonina com nano cépsulas de ndcleo lipidico regula positivamente a glutationa peroxidase
(GPX1) e a SOD2 e, negativamente, a CASP3 e BAX; aumenta a producdo in vitro de embrides,
diminu os niveis de EROs e nlcleos apoptéticos, além de regular positivamente a GPX1 e SOD2 e,
negativamente, CASP3 e BAX (REMIAO et al., 2016).

Também foi observado que a melatonina diminui a organizacdo de fuso aberrante, aumenta a
producédo de adenosina trifosfato, aumenta o desenvolvimento de odcitos, reduz a taxa apoptotica,
além de regular negativamente BAX e CASP3 e positivamente a BCL2 (LIANG et al., 2017).
Quando odcitos em fase de vesicula germinativa foram suplementados durante a M1V, a melatonina
melhorou o desenvolvimento embrionario e nimero total de células apos a FIV, além de regular
positivamente GDF9, MARF1 e DNMT 1a (TIAN et al., 2014). A melatonina aumentou a taxa de
blastocisto de embrides derivados de odcitos submetidos ao estresse térmico e suplementados
posteriormente com a melatonina (CEBRIAN-SERRANO et al., 2013).

Além de modelos murinos e bovinos, conforme apresentado, outros estudos trouxeram evidéncias
da acdo da melatonina em outras espécies. Em suinos, a melatonina, quando adicionada na M1V,
aumenta a taxa de clivagem, taxa de blastocisto e numero total de células por blastocisto, além de
regular o metabolismo lipidico, fornecendo energia para a maturacdo oocitaria e desenvolvimento
embrionario (JIN et al., 2017). Em suinos a melatonina, adicionada na MIV, promoveu melhorias
na maturacdo oocitaria e na expansdao das células do cumulus através da regulacdo de genes
sinalizadores da resposta proteica contra o estresse do reticulo endoplasmatico durante a MIV
(PARK et al., 2017). A melatonina melhora a extrusdo do corpulsculo polar e taxa de blastocisto
prejudicadas pelo estresse térmico, além de preservar os niveis de hormdnio esteroide, reduzir as
espécies reativas de oxigénio, aumentar a producdo de GSH (glutathione) e inibir a apoptose (LI et
al., 2015). Também foi o observado que a melatonina aumenta a taxa de blastocisto e diminui a
incidéncia de nucleos apoptéticos em embrides quando adicionada na MIV e CIV (DO et al., 2015)

e aumenta a proliferacdo de fibroblastos fetais e taxa de blastocisto, além de reduzir a incidéncia de
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ndcleos apoptoticos, regular positivamente BCL2L1 e, negativamente, BAX e p53 quando utilizada
para suplementar células doadoras e embrides gerados por transferéncia nuclear de célula somatica
(PANG et al., 2013). Em suinos, em ceélulas da granulosa submetidas & hipdxia, a melatonina
promoveu a eliminacdo de EROs, estimulacdo de enzimas antioxidantes e, em relagdo a apoptose,
foi capaz de promover a inibi¢do do eixo caspase 8/9 — caspase 3 através da via MTNR1B — PKA
(TAO et al., 2021).

Os efeitos positivos da melatonina durante a PIVE também foram reportados em humanos
(ARIJMAND et al., 2016), bubalinos (NAGINA et al., 2016), coelhos (MEHAISEN et al., 2015;
MEHAISEN; SAEED, 2015) e ovinos (SUCCU et al., 2014). Dessa forma, a melatonina apresenta
grande potencial para melhorar os resultados da PIVE em muitos mamiferos, exercendo
principalmente efeitos antioxidantes, seja por acao direta sobre as EROs ou na regulacdo positiva
de enzimas com acdo antioxidante. Tais efeitos, altamente desejaveis, promovem um aumento da
viabilidade celular e reducdo da apoptose. Além dos efeitos antioxidantes, a melatonina também
atua sobre odcitos e embrides por meio da interacdo com os receptores MT1, MT2 e enzima
citosdlica NQO2, identificados em diferentes espécies (GE et al.,, 2022; LEE et al., 2023;
SAMPAIQ et al., 2012).

As propriedades benéficas da melatonina em odcitos, relatadas por diferentes autores em diferentes
doses e momentos da PIVE, em diferentes espécies de mamiferos, estdo sumarizadas na Tabela 1;
quando utilizada em embrides, na Tabela 2; em o6citos e embriGes na Tabela 3 e em foliculo

ovariano, células da granulosa e ovério, na Tabela 4.
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e referéncia bibliogréfica.

Tabela 1. Sumarizacdo dos efeitos da melatonina em odcitos segundo a espécie, concentragdo de melatonina utilizada, principais efeitos observados

Mamifero Concentracéo Principais efeitos observados Referéncia
Bovino 01pMalum Aumentou as taxas de clivagem e formacéo de blastocistos SAMPAIO et al., 2012
Bovino 10ta10°M Melhorou a eficiéncia da maturacéo in vitro, sendo tal efeito mediado pelos receptores de melatonina. Regulou TIAN etal., 2014
positivamente os niveis de expressdo de genes relacionados a maturacéo, modificacdo epigenética e expanséo do cumulus
1 -9 6
Suino 10%a10°M Protegeu os odcitos do estresse térmico Lietal., 2015
RODRIGUES-CUNHA et al.,
Bovino 10°a 106M Estimulou a retomada da meiose em odcitos tratados favorecendo o desenvolvimento embrionéario subsequente, além de
mostrar efeitos citoprotetores 2016
i -12 -6 =
Bovino 10%a10°M Melhorou a qualidade embrionaria quando associada a nano capsulas poliméricas de nicleo lipidico REMIAQ etal., 2016
Bufalo 250 a 1000 uM Melhorou a taxa de fertilizagéo NAGINA et al., 2016
-9 -5
Camundongo 10%a10°M Melhorou a qualidade oocitaria e acelerou a capacidade de desenvolvimento embrionéario p6s fertilizagéo in vitro HE etal., 2016
Bovino 1M Melhorou a qualidade de odcitos envelhecidos, aumentou a capacidade de desenvolvimento de embrides LIANG etal., 2017
1 -9 -3
Suino 10%a10%M Aumentou a competéncia de desenvolvimento de odcitos, formagao de blastocistos e niumero de células por blastocisto JIN etal., 2017
p N Melhorou a maturagao oocitéria e a expansdo das células do cumulus, regulou genes sinalizadores da resposta proteica de
1
Suino 1210 pgmL desdobramento contra o estresse do reticulo endoplasmatico durante a MIV PARK etal., 2017
-9 -3
Camundongo 10%a10%M Melhorou a capacidade de fertilizagdo, redugéo de EROs e apoptpse e estabolizagdo das proteinas ovastacina e Juno DAl etal., 2017
-9 6
Camundongo 10°a10°M Melhorou a competéncia oocitaria KESHAVARZI et al., 2018
Humano 12100 uM Manteve o potencial de membrana mitocondrial e diminui os niveis excessivos de Ca?* intracelular em oécitos LIUetal., 2019
YAACOBI-ARTZI et al.,
Bovino Atenuou os efeitos deletérios do chogue térmico na MIV, reduziu as EROs e modulou positivamente transcritos
107a10*M mitocondriais em blastocistos 2020
Camundongo 1uM Reduziu defeitos meidticos avancados associados a idade materna em odcitos Lietal., 2020
Camelideo 25a75puM Melhorou a maturagdo, fertilizacdo e o desenvolvimento embrionéario pré-implantagéo de oécitos FATHI etal, 2021
Camundongo 101a 102 M WANG et al., 2023

Protegeu odcitos de camundongos contra defeitos induzidos pela rotenona
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Tabela 2. Sumarizacdo dos efeitos da melatonina em embriGes segundo a espécie, concentracdo de melatonina utilizada, principais efeitos

observados e referéncia bibliogréfica.

Mamifero Estrutura suplementada Concentracéo Principais efeitos observados Referéncia
Suino Células doadoras e embrides 10122105 M Melhorou a formagéo de blastocistos obtidos por transferéncia nuclear de células sométicas e melhorou a qualidade ~ PANG et al., 2013
clonados do embrido através da inibicdo da apoptose
WANG et al.,
Bovino Embrides 1012 103M Melhorou o desenvolvimento embrionério, eliminou EROs, reduziu a lesdo oxidativa, melhorou o desenvolvimento
do embrido, aumentou o nimero médio de células/blastocisto 2014B
SUCCU etal.,,
Ovino i 9 3 Beneficiou a restauracdo das fun¢des embrionarias ap6s vitrificagdo e aquecimento, evidenciado por maiores taxas
Embrides 10°a10°M M A - . ] P L
de reexpansdo e eclosdo, maior nimero total de células e menor apoptose e indice oxidativo 2014
Camundonao Embrides produzidos por SALEHI etal.,
9 transferéncia nuclear de células 10?a10°M Aumentou a velocidade de formagéao de blastocistos 2014
somaticas
Bovino Embrides produzidos por Afetou a expressao de genes relacionados a apoptose, protecdo antioxidante e desenvolvimento, modificou a SUetal. 2015
transferéncia nuclear de células 101a102M acetilagdo global de histonas H3K9ac, aumentou o nimero total e de células da massa celular interna de blastocistos "
somaticas e reduziu a apoptose e EROs
MEHAISEN et al.,
Coelho i 3 Aumentou a taxa de blastocistos em embrides frescos e vitrificados com multiplos mecanismos de melhorou o
Embrides 103M . RO
desenvolvimento embrionario 2015
MEHAISEN;
Coelho Embrides 10°a10°M Melhorou as taxas de desenvolvimento e eclodibilidade de embrides recuperados 48 horas ap6s a inseminagéo SAEED 2015
KOMNINOU et
Bovino i 124 106 Melhorou os efeitos antiapoptéticos e antioxidantes durante o desenvolvimento embrionério quando associada a
Embrides 10?2 10°M . L . I
nano cépsulas poliméricas de ndcleo lipidico al., 2016
ARJIJMAND et al.,
Humano Embrides 107M Estendeu o periodo de sobrevivéncia embrionaria so16
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Tabela 3. Sumarizacédo dos efeitos da melatonina em odcitos e embrides segundo a espécie, concentragcdo de melatonina utilizada, principais efeitos

observados e referéncia bibliogréfica.

Mamifero Estrutura suplementada Concentragéo Principais efeitos observados Referéncia

CEBRIAN-SERRANO et al.,

Bovino Atenuou efeitos nocivos do estresse térmico e melhorou o desenvolvimento

dci i -12 -3
Odcitos e embrides 10122 10°M embrionario 2013
Camundongo Odcitos e embrides 10 n'\r\lﬂa 100 Melhorou a maturagdo oocitaria e o desenvolvimento embrionario BAHADORI etal., 2013
Suino Odcitos e embrides 10 a 50 ng/ml Melhorou a competéncia de desenvolvimento e a qualidade embrionaria DOetal., 2015
Camundongo Odcitos e embrides 10°a 105M Aumentou o potencial de desenvolvimento de o6citos M| vitrificados ZHANG etal., 2016
Suino Odcitos e embribes derivados de ativagéo 10°M Melhora a qualidade e o desenvolvimento in vitro de o6citos YANG etal., 2020

partenogenética

Tabela 4. Sumarizacdo dos efeitos da melatonina em foliculo ovariano, células da granulosa e ovario segundo a espécie, concentracdo de

melatonina utilizada, principais efeitos observados e referéncia bibliografica.

Estrutura
Mamifero Concentracéo Principais efeitos observados Referéncia
suplementada

Ovino . . 100 a 1000 Promoveu o desenvolvimento e diminui os niveis de EROs em o6citos ovinos de foliculos antrais precoces cultivados in BARROS et al., 2020
Foliculo ovariano S L - - o . o o
pg/ml vitro; aumentou a atividade mitocondrial e promoveu a aquisicdo da competéncia meiética de o6citos
Suino Células da 1092103 M Protegeu da apoptose induzida por hipéxia TAO etal., 2021
granulosa
Esquilo Ovério 10 nM Diminuiu significativamente os danos ovarianos, agindo como um agente citoprotetor através do seu receptor MT1 PAL CHOWDHURY;

HALDAR, 2022
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2.5.SISTEMAS DE CULTIVO TRIDIMENSIONAL

Na busca por melhores resultados na PIVE, novas abordagens relacionadas ao sistema de cultura
estdo sendo desenvolvidas. Nesse cenério, se destacam os cultivos tridimensionais (3D), os quais
incluem matrizes 3D compostas por diferentes materiais. Tais materiais referem-se a agarose,
colageno, hialuronano e hidrogel de alginato; micro biorreatores de marmore liquido, além de
dispositivos de levitagdo magnética e micro fluidica. Tais modelos ilustram alguns dos sistemas 3D
que ja foram testados em modelos voltados para a reproducdo de mamiferos (CHOI et al., 2014;
ZHAO et al., 2015; FERRAZ et al., 2018; ANTONINO et al., 2019; PARK et al., 2021; DESAI et
al., 2022; DE AVILA FERRONATO et al., 2023).

Em relacéo as matrizes, Park et al. (2021) observaram que odcitos suinos podem ser maturados in
vitro com competéncia de desenvolvimento melhorada e citoplasma de alta qualidade utilizando-se
de matrizes de agarose suplementadas com fibronectina, colageno ou laminina. Além de agarose, 0
colageno também pode ser utilizado em sistemas 3D, como mostrado por Choi et al. (2014). Tais
autores apresentaram um modelo que simula caracteristicas ovarianas de mamiferos in vitro através
do encapsulamento de foliculos ovarianos em invélucros de hidrogel de colageno (0,5%) simulando
a medula ovariana, revestidos por hidrogel de alginato (2%) simulando o cortex ovariano. O gel de
hialuronano, um biomaterial baseado em matriz extracelular, também pode ser empregado em
foliculos ovarianos, pois permite a ovulacdo de odcitos em metafase Il funcionalmente competentes,
aptos a fertilizacdo, ativacdo genémica e blastulacdo (DESAI et al., 2022). Outro material utilizado
como matriz 3D é o hidrogel de alginato, cujas caracteristicas o tornam ideal como matriz
extracelular 3D. Esse material ja foi testado no cultivo embrionario de diferentes formas; em cultura
de sobreposicao e cultura por encapsulamento. Tais cultivos apoiaram a proliferacdo, alongamento
e diferenciacdo celular de embribes bovinos eclodidos durante o CIV prolongada (ZHAO et al.,

2015).
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Outras abordagens 3D, incluindo micro biorreatores de marmore liquido, dispositivos de levitacdo
magnética e micro fluidica também ja& foram testados em estudos voltados apara a reproducéao
(FERRAZ et al., 2018; ANTONINO et al., 2019; DE AVILA FERRONATO et al., 2023). Todos
esses modelos buscam elevar o sucesso das técnicas de reproducéo assistida por meio da simulagéo
de ambientes de desenvolvimento mais adequados e, principalmente, trazendo aspectos observados
in vivo para o ambiente in vitro.

2.6.SISTEMAS DE CULTIVO TRIDIMENSIONAIS BASEADOS EM MATRIZES DE

NANOCELULOSE BACTERIANA

A nanocelulose bacteriana € produzida por diversas espécies dos géneros Rhizobium,
Agrobacterium, Gluconacetobacter e Sarcina (HU et al., 2014). A purificacdo da celulose
bacteriana requer a morte dos microrganismos, bem como a remocéo de residuos celulares presentes
no meio de cultura da matriz. A celulose é composta por monémeros de D-glicose conectados por
ligacBes glicosidicas do tipo B-1,4 (ROSS; MAYER; BENZIMAN, 1991). A nanocelulose
bacteriana, como 0 proprio nome sugere, € sintetizada em escala nanométrica e apresenta
propriedades importantes como alta resisténcia mecanica, pureza, cristalinidade e teor de agua
(KLEMM et al., 2005). Estruturalmente, a nanocelulose bacteriana se organiza em uma rede
tridimensional de nanofibrilas altamente hidrofilica e porosa, o que permite a retencao de agua (DE
AMORIM et al., 2020). Devido as suas caracteristicas fisico-quimicas e bioldgicas Unicas, a
celulose bacteriana representa um biopolimero natural vidvel para varias aplicacbes biomédicas
(SHARMA; BHARDWAJ, 2019).

Dentre as aplicacdes biomédicas da nanocelulose se destacam a sua utiliza¢cdo como carreadora de
compostos como farmacos (SALIMI et al., 2019), siRNA (NDONG NTOUTOUME et al., 2017) e
proteinas (MULLER et al., 2013). A nanocelulose também apresenta aplicagdes em engenharia de
tecidos, como tecidos 6sseos (SUKUL et al., 2015) dentarios (PENG et al., 2021), tecidos moles

(ANTON-SALES et al., 2021) e pele (SILVA et al., 2020).
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Com base no exposto, materiais & base de nanocelulose bacteriana apresentam caracteristicas
promissoras em aplicacOes diversas. Contudo, os efeitos desse material ainda ndo foram
investigados na PIVE. Caracteristicas como forga mecanica semelhante a proporcionada pela matriz
extracelular, porosidade que permite a difusdo de nutrientes através das nanofibras, bem como a
capacidade de carrear compostos bioativos; tornam a nanocelulose bacteriana um material altamente
promissor para confeccao de sistemas tridimensionais aplicados a PIVE. Recentemente foi lancado
um sistema tridimensional a base de nanocelulose bacteriana para cultivo de células denominado
CellFate® (Biocelltis, S.A., Brasil). As matrizes CellFate® sd&o compostas por nanofibras
poliméricas naturais de 50 a 100 nm de didametro, semelhante ao coldgeno humano, cuja organizacéo
tridimensional é similar a matriz extracelular, o que proporciona um microambiente adequado para
o crescimento de qualquer tipo celular de forma reprodutivel. Além disso, tal sistema oferece
potencial para incrementar os resultados da PIVE, considerando proporcionar maior area de troca
entre a superficie do embrido e o meio de cultivo devido a sua porosidade, além de favorecer o
desenvolvimento de odcitos e/ou embriBes por produzir uma forca mecénica semelhante ao
observado in vivo.

Com base nos dados apresentados, o presente estudo foi concebido para investigar a resposta de
odcitos e embrides com genética Bos taurus indicus a melatonina em condicdes in vitro, visto que
ndo foram encontradas tais informac6es na literatura consultada. Além disso, este estudo se propds
a aprimorar a PIVE por meio da utilizacdo de um sistema 3D inédito denominado CellFate®,
caracterizado por uma matriz de nanocelulose bacteriana com propriedades similares a matriz
extracelular.

2.7.HIPOTESE

Conforme ilustrado na Figura 1, a hipdtese do presente estudo é que o sistema de cultivo 3D,
utilizando a Membrana Cellfate® durante a MIV e CIV, associado a adi¢do de melatonina no meio

de cultivo da MIV, favorece o desenvolvimento de odcitos, aumenta o nimero de embrides
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produzidos no D7 e D9 (DO = dia da FIV) em relacdo ao nimero de odcitos cultivados e promove
um aumento na qualidade dos blastocistos observada no D9 através da regulacdo positiva dos genes
“POU class 5 homebox 1” (OCT4) marcador de qualidade embrionaria; superoxido dismutase 2
(SOD 2) e glutationa peroxidase 1 (GPX1) ambos com ac¢do oxidante; e uma regulacdo negativa do

gene BAX de acéo pro-apoptotica.

I D3 - TAXA DE

‘- : « CLIVAGEM
a3 =
\ e T slastocisto inicial
_ \ \‘ w MIV
Ovarios de 24 horas

tblasmcisto intermediario

ClvV
9 dias ' blastocisto expandido
abatedouro
t blastocisto eclodido
t blastocistos totais
10 WM Melodecttvo  Compewscumts | Melodecul o
melatonina | - T toxa de biastocisto
Mombrana CelFate® II ' ' Merbrans CelFstes
Odcitos coletados
de foliculos 3D 2D 3D D9

de2a8mm t Blastocisto Iniclal
t blastocisto intermedidrio
' blastocisto expandido
' blastocisto eclodido
' blastocistos totais

t taxa de eclosdo

D9 - Andlise por RT-gPCR

' OCT4, SOD2, GPX1

‘ BAX

Figura 1. Modelo hipotético. O sistema de cultivo 3D utilizando a Membrana Cellfate® durante a
MIV e CIV, associado a adicdo de melatonina no meio de cultivo da MIV, favorece o
desenvolvimento de odcitos, aumenta o numero de embrides produzidos no D7 e D9 (DO = dia da
FIV) em relacdo ao numero de odcitos cultivados e promove um aumento na qualidade dos
blastocistos observada no D9 através da regulacdo positiva dos genes OCT4, marcador de qualidade
embrionaria, SOD 2 e GPX1, ambos com a¢do oxidante, e uma regulacdo negativa do gene BAX,
de acdo pro-apoptotica.

2.8.0BJETIVOS

No Estudo 1, objetivou-se avaliar os efeitos da suplementacdo com melatonina em diferentes

concentragdes (0,01 nM, 10 nM e 10000 nM) no sistema convencional (2D), durante a MIV e/ou
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CIV no numero de embrides produzidos no D7 e D9 (DO = dia da FIV) na quantidade e qualidade
dos blastocistos no D9 de desenvolvimento analisada por RT-PCR da expresséo dos transcritos de
dois genes “POU class 5 homebox 1” (OCT4) marcador de qualidade embrionaria; superéxido
dismutase 2 (SOD 2) e glutationa peroxidase 1 (GPX1) ambos com acdo oxidante; e uma regulacao
negativa do gene BAX de agdo pro-apoptética. No Estudo 2, objetivou-se avaliar os efeitos da
utilizagdo do sistema 3D com a membrana CellFate® na MIV e/ou CIV combinada com a
suplementacdo com melatonina (10000 nM) na MIV; no nimero de embrides produzidos no D7 e
D9 de desenvolvimento e no aumento na qualidade dos blastocistos no D9 analisada por RT-PCR

da expressao dos transcritos OCT4, SOD 2, GPX1 e BAX.
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RESUMO

A hipotese é que a adigdo de melatonina durante a maturacdo oocitaria (MIV) e cultivo embrionario
(CIV), aumenta a quantidade e a qualidade dos embriGes bovinos produzidos in vitro. Para tanto,
objetivou-se avaliar os efeitos de 0,01, 10 e 10000 nM de melatonina (Sigma Aldrich, M5250),
durante a MIV e/ou CIV, na taxa de clivagem no D3 e na producdo embrionaria no D7 e D9 (DO =
dia da FIV) e a qualidade dos blastocistos eclodidos no D9; através da avaliacdo da expressao génica
por RT-qPCT de OCT4 (POU class 5 homeobox 1), SOD2 (superoxide dismutase 2), GPX1
(glutathione peroxidase 1), e BAX (BCL2 associated X). Odcitos com citoplasma homogéneo e
multiplas camadas de células do cumulus, derivados de ovarios de fémeas Nelore (Bos taurus
indicus) abatidas, foram cultivados em meio base para MIV acrescido de 10% de soro fetal bovino
(SFB). Apd6s a M1V, os oocitos foram co-cultivados com espermatozoides durante 18 horas, tendo
sido utilizado o sémen de um Unico touro Nelore (DO = dia da fertilizacdo). Posteriormente, 0s
provaveis zigotos foram transferidos para o meio fluido sintético de oviduto (SOF) acrescido com
2,5% de SFB, onde permaneceram em cultivo in vitro (CIV), durante 9 dias em placa de Petri e
incubadora a 38,5°C e atmosfera umida com 5% de CO2. No Experimento 1, as concentragGes de 0
(controle), 0,01, 10 e 10000 nM foram utilizadas exclusivamente na MIV; durante 24 horas. No
Experimento 2, as concentracbes de 0 (controle), 0,01, 10 e 10000 nM foram utilizadas
exclusivamente no CIV; ao longo de 9 dias. No Experimento 3, as concentracdes de 0 (controle),
0,01, 10 e 10000 nM foram utilizadas na MIV e CIV. Em todos os experimentos foi avaliada a taxa
de clivagem no D3 e a producdo embrionaria em D7 e D9. No Experimento 1, embriGes no D9
foram avaliados por RT-qPCR. Os dados foram submetidos a andlise de variancia seguida da
aplicacdo de contrastes entre os grupos. Em todos os experimentos, a taxa de clivagem néo foi
alterada. No Experimento 1, no D7, observou-se uma tendéncia para maior nimero de blastocistos
eclodidos (P = 0,0686) e totais (P = 0,0892) no grupo 10000 nM comparado ao grupo 0,01 nM. No

D9, observou-se maior nimero de blastocistos totais (P = 0,0216) no grupo 10000 nM comparado
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ao grupo 0,01 nM e uma tendéncia (P = 0,0741) de maior numero de blastocistos eclodidos no grupo
10000 nM comparado ao grupo 0,01 nM. Nao foram observadas diferengas na abundancia de
transcritos para todos os genes avaliados. Nos experimentos 2 e 3, ndo foram observadas diferencas
significativas na producdo embrionaria quando a melatonina foi utilizada isoladamente no CIV e
simultaneamente na MIV e CIV. Em concluséo, a adicdo de melatonina apenas na MIV apresenta
tendéncia para melhores taxas de producdo embrionaria quando 10000 nM foi comparado a 0,01
nM e a suplementacdo com melatonina na MIV néo altera a expressao dos transcritos OCT4, SOD2,
GPX1 e BAX.

Palavras-chave: oocito, embrido, antioxidante, apoptose, Nelore.
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ABSTRACT

The hypothesis is that the addition of melatonin during oocyte maturation (IVM) and/or embryonic
culture (CIV) increases the quantity and quality of bovine embryos produced in vitro. To this end,
the objective was to evaluate the effects of 0.01, 10 and 10000 nM of melatonin (Sigma Aldrich,
M5250), during IVM and/or CIV, on the cleavage rate at D3 and embryonic production at D7 and
D9 (DO = day of IVF) and the quality of blastocysts hatched on D9; through the evaluation of gene
expression by RT-qPCT of OCT4 (POU class 5 homeobox 1), SOD2 (superoxide dismutase 2),
GPX1 (glutathione peroxidase 1), and BAX (BCL2 associated X). Oocytes with homogeneous
cytoplasm and multiple layers of cumulus cells, derived from ovaries of slaughtered Nelore (Bos
taurus indicus) females, were cultured in IVM base medium plus 10% fetal bovine serum (FBS).
After IVM, oocytes were co-cultured with sperm for 18 hours, using semen from a single Nelore
bull (DO = day of fertilization). Subsequently, the probable zygotes were transferred to synthetic
oviduct fluid medium (SOF) added with 2.5% FBS, where they remained in in vitro culture (IVC)
for 9 days in a Petri dish and incubator at 38.5° C and humid atmosphere with 5% CO.. In
Experiment 1, concentrations of 0 (control), 0.01, 10 and 10000 nM were used exclusively in IVM;
for 24 hours. In Experiment 2, concentrations of 0 (control), 0.01, 10 and 10000 nM were used
exclusively in the 1VC; over 9 days. In Experiment 3, concentrations of 0 (control), 0.01, 10 and
10000 nM were used in MIV and IVC. In all experiments, the cleavage rate at D3 and embryonic
production at D7 and D9 were evaluated. In Experiment 1, embryos at D9 were evaluated by RT-
gPCR. The data were subjected to analysis of variance followed by the application of contrasts
between groups. In all experiments, the cleavage rate was not changed. In Experiment 1, on D7, a
trend was observed for a greater number of hatched (P = 0.0686) and total (P = 0.0892) blastocysts
in the 10000 nM group compared to the 0.01 nM group. On D9, a greater number of total blastocysts
(P = 0.0216) was observed in the 10,000 nM group compared to the 0.01 nM group and a tendency

(P =0.0741) for a greater number of blastocysts hatched in the 10,000 nM group compared to to the
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0.01 nM group. No differences were observed in transcript abundance for all genes evaluated. In
experiments 2 and 3, no significant differences were observed in embryonic production when
melatonin was used alone in the IVC and simultaneously in the IVM and IVC. In conclusion,
supplementation with melatonin only in 1IVM shows a tendency for better embryonic production
rates when 10000 nM was compared to 0.01 nM and supplementation with melatonin in IVM does
not alter the expression of OCT4, SOD2, GPX1 and BAX transcripts.

Keywords: oocyte, embryo, antioxidant, apoptosis, Nelore.
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1. INTRODUCAO

A produgdo in vitro de embrides (PIVE) é uma biotecnologia mundialmente utilizada para
incrementar o melhoramento genético e a eficiéncia reprodutiva dos rebanhos bovinos. A PIVE
envolve as etapas de coleta in vivo ou in vitro de odcitos, maturagdo in vitro dos odcitos (MIV),
fertilizacdo in vitro dos odcitos (FIV) e cultivo in vitro dos embrides (CIV). As etapas de MIV e
FIV sdo realizadas com aceitavel eficiéncia, entretanto sete dias ap6s o inicio do CIV, a porcentagem
de odcitos inseridos na MIV que prosperam ao estagio de blastocisto € de aproximadamente 40%
(R1ZOS et al., 2008). Assim, torna-se de interesse o aperfeicoamento da PIVE, para um maior éxito
na taxa de conversao de oocitos em blastocistos apds sete dias de cultivo.

A manipulacdo exercida sobre os odcitos e embrides durante a execucdo das diferentes etapas da
PIVE, assim como as proprias condi¢cdes do cultivo, reconhecidamente predispdem ao estresse
oxidativo (GUERIN et al., 2001; DENNERY, 2007; SOTO-HERAS; PARAMIO, 2020). Tal
estresse é caracterizado pelo desequilibrio entre a producéo de espécies reativas de oxigénio (EROs)
e a remocao delas através de sistemas enzimaticos ou ndo. As EROs determinam danos celulares e
favorecerem o desencadeamento de mecanismos apoptoticos nas células (LI et al., 2019). As EROs
em niveis acima dos fisiologicos foram relacionadas ao envelhecimento e aberracGes
cromossdmicas em odcitos (LORD; MARTIN; AITKEN, 2015; MIHALAS et al., 2017; SASAKI
et al., 2019), condices que comprometem o desenvolvimento embrionario, afetando o nimero e a
qualidade dos embribes produzidos (DENNERY, 2007).

A melatonina (N-acetilsalicilico-5-metoxitriptamina), um horménio secretado por diferentes
tecidos, reconhecidamente promove efeitos antioxidantes, inclusive protegendo os tecidos ovarianos
do estresse oxidativo (TAMURA et al., 2012; MANCHESTER et al., 2015; REITER et al., 2016;
RAI; GOSH, 2021). Reportou-se que a melatonina, encontrada no fluido folicular, protege
diretamente os odcitos das EROs (TATEMOTO et al., 2004; FATEHI et al., 2005; TAMURA et

al., 2012) e age inibindo a formacdo de EROs (TAMURA et al., 2020). Suas a¢0es séo determinadas

61



pela regulacdo da expressdo das enzimas superoxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase
(GPX), ambas envolvidas na remogéo de EROs (TATEMOTO et al., 2004; WANG et al., 2014b).
Observacdes recentes permitem sugerir que a melatonina favorece o desenvolvimento de odcitos
e/ou embrides em diferentes espécies, como murinos (TIAN et al., 2017b; EZZATI et al., 2018;
KESHAVARZI etal., 2018), ovinos (TIAN et al., 2017a), bovinos (YANG et al., 2017; MARQUES
etal., 2018; PANG et al., 2019; AN et al., 2019), suinos (LEE et al., 2018; NIE et al., 2018; WANG;
ZENG, 2018) e caprinos (SAEEDABADI et al., 2018).

A melatonina pode ser empregada em diferentes momentos da PIVE em bovinos. Cebrian-Serrano
et al. (2013) utilizaram a melatonina em duas das etapas da PIVE (MIV e CIV) e investigaram a
capacidade da melatonina em atenuar os efeitos nocivos do estresse térmico durante a PIVE. O
grupo genético dos animais utilizados nédo foi especificado no referido estudo e, até 0 momento, ndo
temos conhecimento de estudos com o uso de melatonina durante a MIV e/ou CIV durante a PIVE
na raca Nelore (Bos taurus indicus). De acordo com a literatura consultada, em geral, os odcitos séo
comumente recuperados de ovarios provenientes de fémeas Bos taurus taurus x Bos taurus indicus
ou sem raca definida (SAMPAIOQO et al., 2012; CEBRIAN-SERRANO et al., 2013; TIAN et al.,
2014; WANG et al., 2014a; REMIAO et al., 2016; RODRIGUES-CUNHA et al., 2016; LIANG et
al., 2017) e, eventualmente, de fémeas Bos taurus taurus (KOMNINOU et al., 2016; YAACOBI-
ARTZI et al., 2020). Nesse contexto, o presente estudo busca preencher uma lacuna no que diz
respeito a raca e 0 momento da PIVE mais adequado para a insercdo da melatonina, por meio da
utilizacdo exclusiva de fémeas Nelore e adocdo de delineamento que permite a identificacdo do
momento da PIVE mais adequado para a insercao da melatonina.

A hipotese € que a adicdo de melatonina ao meio de cultivo durante as etapas de MIV e CIV aumenta
a quantidade e a qualidade dos embrides bovinos produzidos por PIVE, sendo tal efeito dose
dependente. Para tanto, objetivou-se avaliar os efeitos da suplementacdo com melatonina em

diferentes concentragdes (0,01 nM, 10 nM e 10000 nM; além do grupo controle ndo suplementado)
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durante a MIV e/ou durante o CIV, na produgdo embrionaria em D3, D7 e D9 (DO = dia da FIV) e
na qualidade dos blastocistos produzidos no D9 através da avaliacdo da expressdo dos transcritos
OCT4 (POU class 5 homeobox 1), marcador de qualidade embrionaria especificamente ligado a
pluripoténcia celular; SOD2 (superoxide dismutase 2), gene protetor do estresse oxidativo
mitocondrial; GPX1 (glutathione peroxidase 1), gene protetor contra o estresse oxidativo 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.
2. MATERIAL E METODOS

2.1.Local do experimento

Ovérios bovinos foram obtidos no abatedouro ACOVACAT, localizado no municipio de Tup4,
estado de Sao Paulo, Brasil. A PIVE, aplicacdo dos tratamentos e coleta de amostras bioldgicas
foram realizadas no Laboratorio de Investigacéo da Fisiologia do Endométrio e do Embrido (LIFE),
sediado na Universidade Estadual Paulista (UNESP), cidade de Dracena, estado de S&o Paulo,
Brasil. As analises por RT-gPCR e a estatistica foram realizadas no Laboratorio de Fisiologia e
Endocrinologia Molecular (LFEM), na Universidade de Séo Paulo (USP), cidade de Pirassununga,
estado de S&o Paulo, Brasil. Todos os procedimentos realizados no referido estudo, foram aprovados
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da FCAT, UNESP, Certificado n°06/2021.

2.2.Coleta dos ovarios e recuperacdo dos odcitos

Ovérios de fémeas bovinas da raca Nelore (Bos taurus indicus) foram obtidos no abatedouro e,
imediatamente ap0s o abate, foram transportados ao laboratorio imersos em solucéo salina (NaCl
0,9%) a 37°C, de forma que a temperatura fosse mantida durante o transporte. No laboratorio, 0s
ovarios foram desinfetados com alcool etilico hidratado 70% e enxaguados trés vezes em solucédo
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 didametro de 2 a 8 mm foram aspirados e o fluido folicular obtido foi

depositado em tubos conicos estéreis de 15 mL mantidos a 37° C. Apos a decanta¢do dos o0citos
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para o fundo de cada tubo, o sedimento contendo os odcitos foi transferido para placas de
poliestireno 100 x 20 mm de diametro (Corning Incorporated, NY, USA) juntamente com 2 mL de

fluido folicular.

2.3.Selecao dos oocitos

Com o auxilio de um estereomicroscopico (Nikon SMZ800N, Tokyo, Japdo), os complexos
cumulus-o6cito (COCs) foram rastreados, avaliados e categorizados em graus |, Il ou IlI
(STOJKOVIC et al., 2001). Foram utilizados somente COCs classificados 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 o6citos
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 (5 mg/mL),
piruvato (2 pL/ml de solucdo a 100 mM) e amicacina (75 pL/mL)]. Em seguida, os odcitos foram
distribuidos de forma equitativa entre os diferentes grupos experimentais, onde a cada repeticédo
experimental utilizou-se de 14 a 25 odcitos por tratamento.
2.4.Preparo da Melatonina

A melatonina (M5250, Sigma Aldrich) foi diluida em dimetilsulfoxido (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) e/ou cultivo embrionario (quando utilizada no CIV) de forma que
atingisse as concentragdes de 0,01 nM (10! 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 10" e 10° M como ideais (WANG et al., 2014a; TIAN et al.,
2014). Independente da concentracdo de melatonina utilizada, padronizou-se a concentracdo 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,
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acondicionadas em tubos de 1,5 mL, foram envolvidas por folhas de aluminio para protecéo contra
a luz.

2.5.Delineamento Experimental

O estudo foi dividido em trés experimentos, onde as concentracdes de 0,01 nM (1071 M), 10 nM
(108 M) e 10000 nM (10° M) de melatonina foram testadas exclusivamente na MIV (Experimento
1), exclusivamente no CIV (Experimento 2) e na MIV e CIV (Experimento 3), conforme

apresentado na Figura 1.

Experimento 1

/\? A
‘\\\_ o . Q_
\‘U/ ‘ » o 0,01 M (n=117) I @ I ’OnM
o 10 nM (n=117) T~ 'OnM '
Ovanos;de Oécitos coletados s
gbsiedovio de foliculos °‘°-°°° nM (h=.117) - . O
de 2a8mm
Tratamentos
com melatonina
Expenmento 2 (7 repetigoes)
o o 0 nM (n=105) ’ onM
‘ 0,01 nM
‘ o 0 nM (n=105) @ '
\ w ’ ‘ Ny ‘ . 10nM
° 0 nM (n=105) =
Obcitos coletados "
i da ks O ommton PR R
o de 2 : Smm Tratamenlos _
(5 repetigoes) com melatonina
Experimento 3
O e ® o oa-TawA o€ cuvaGEm.
f\ ‘ \‘.\ 0 0,01 nM (n=82) (. . & oot
N= 010nM(n=82) l N '
‘ U/ ' 10 nM
\ ' Oocitos coletados 0 (10:0000M (n=162) - ‘ 10.000 M

de foliculos
de 2a8mm

Ovarios de

ratament
abatedouro Tratamentos

com melatonina

Tratamentos
com melatonina (5 repeticoes)

Figura 1. Delineamento experimental. ConcentragGes de 0,01 nM (101t M), 10 nM (108 M) e 10000
nM (10° M) de melatonina (M5250, Sigma Aldrich) foram utilizadas no meio de cultivo
exclusivamente na M1V (Experimento 1), exclusivamente no CIV (Experimento 2) e na MIV e CIV
(Experimento 3). Em todos os experimentos a producdo embrionaria foi avaliada no D3 (taxa de
clivagem), D7 [blastocistos totais e por categoria (blastocisto inicial, blastocisto intermediério,
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 eclosdo]. No Experimento 1, foram avaliados os transcritos OCT4
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(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.

Experimento 1. Odcitos bovinos (Bos taurus indicus; Nelore) foram suplementados com diferentes
concentracdes de melatonina (0,01 nM, 10 nM e 10000 nM, além do grupo controle acrescido com
0,01% de DMSO) durante a MIV. Foram realizadas 7 repeticdes, que totalizaram 117 odcitos por
grupo de tratamento. A producdo embrionaria 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 intermediério, blastocisto expandido e blastocisto eclodido)
e taxa de eclosdo]. Para_o RT-gPCR foram utilizados pools compostos de 3 embrides, sendo
avaliados 6 pools (18 embrifes) 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 embrides suficientes que gerasse a quantidade minima de RNA, para
que se procedesse com a RT-gPCR.

Experimento 2. EmbriGes bovinos (Bos taurus indicus; Nelore) foram suplementados com
diferentes concentracfes de melatonina (0,01 nM, 10 nM e 10000 nM, além do grupo controle
acrescido com 0,01% de DMSO) durante o CIV. Foram realizadas 5 repeticdes, que totalizaram 105
odcitos por grupo. Os embrides foram avaliados 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 e por categoria (blastocisto inicial,
blastocisto intermediario, blastocisto expandido e blastocisto eclodido) e taxa de eclosdo]. No

experimento 2 ndo houve producéo suficiente de embrides para que se pudesse proceder com as
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andlises por RT-qPCR, assim foi possivel avaliar apenas a producdo embrionaria e ndo a qualidade
embrionaria.

Experimento 3. Odcitos bovinos (Bos taurus indicus; Nelore) foram suplementados com diferentes
concentracdes de melatonina (0,01 nM, 10 nM e 10000 nM, além do grupo controle acrescido com
0,01% de DMSO) durante a MIV e CIV. Foram realizadas 5 repeticGes, que totalizaram 82 o0citos
por grupo. Os embrides foram avaliados no D3 (taxa de clivagem), D7 [blastocistos totais e por
categoria (blastocisto inicial, blastocisto intermediério, blastocisto expandido e blastocisto eclodido)
e taxa de blastocisto] e D9 [blastocistos totais e por categoria (blastocisto inicial, blastocisto
intermediario, blastocisto expandido e blastocisto eclodido) e taxa de eclosdo]. No experimento 3
ndo houve uma producéo suficiente de embrides para que se pudesse proceder com as analises por
RT-gPCR, assim foi possivel avaliar apenas a produ¢do embrionaria e ndo a qualidade embrionaria.

2.6.Maturacao in vitro dos oocitos (MIV)

Os o0citos previamente 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 pL de meio. Em seguida os odcitos foram lavados por mais trés vezes,
onde cada lavagem utilizou-se 50 pL do meio especifico do tratamento aplicado na MIV. Os o6citos
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 solucdo a 100 mM), amicacina
(75 pL/mL), horménio foliculo estimulante (20 pL/mL) e hormoénio luteinizante (2 pL/mL)]
acrescido de soro fetal bovino (10%) contendo ou ndo melatonina nas diferentes concentragdes (0,01
nM, 10 nM e 10000 nM), além do grupo controle acrescido com 0,01% de DMSQ). Os od6citos
foram cultivados em placas de Petri 35 mm, livres de nucleases, em gotas com 100 pL de meio onde
foram locadas 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
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Cultivo). O cultivo foi realizado em incubadora de alta tensdo de O, atmosfera Umida com 5% de
CO: a 38,5°C; durante 24 horas.

2.7.Preparo dos odcitos para a fertilizacio in vitro (FIV)

Ap0s os odcitos terem sido maturados por 24 horas, foram lavados em uma gota contendo 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 solugdo a 100 mM), amicacina (75 uL/mL)]. Em
seguida, os odcitos foram lavados por trés vezes, onde em cada lavagem foi utilizado 50 pL de meio
base para a fertilizacdo [TL Stock acrescido de albumina sérica bovina (6 mg/mL), piruvato (2
ML/mL de solugdo a 100 mM), gentamicina (75 pg/mL), heparina (3 pg/mL) e solugcdo de
penicilamina, hipotaurina e epinefrina (44 puL/mL)]. Em seguida, os oocitos foram transferidos para
gotas com 100 pL de meio base para a fertilizacdo contidas em placas de Petri 35 mm livres de
nucleases, onde cada gota acomodou até 25 estruturas.

2.8.Preparo do sémen para a fertilizacao in vitro (FIV)

Palhetas de sémen derivadas de um Unico touro da raca Nelore e de uma Unica 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 embries (WTA, Watanabe Biotecnologia Aplicada Ltda. Brasil) durante 30 segundos.
Posteriormente, o contetdo da palheta foi transferido para um microtubo de 1,5 mL contendo um
gradiente descontinuo de silica coloidal [Meio BotuFIV® Sperm Select (Botupharma®, Botucatu,
Séo 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 pL/mL de solucdo a 100 mM), gentamicina (75 pg/ml)].
O microtubo foi centrifugado a 1300 x g durante cinco minutos em temperatura ambiente. O pellet
resultante (50 pL) foi reservado; 5 pL do pellet foi transferido para um microtubo contendo 195 pL

de agua deionizada. Em seguida, 10 pL dessa dilui¢&o foi depositada em uma Camara de Neubauer
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para avaliacdo da concentracdo espermatica e motilidade (%). Outros 5 pL do pellet foram
transferidos para um microtubo contendo 50 pL de meio base para fertilizagdo [TL Stock acrescido
de albumina sérica bovina (6 mg/mL), piruvato (2 pL/mL de solucdo a 100 mM), gentamicina (75
pg/mL), heparina (3 pg/mL) e solucdo de penicilamina, hipotaurina e epinefrina (44 pL/mL)]. Ap6s
a avaliacdo da concentracdo e motilidade, a para obten¢do do volume de meio base (L) para
fertilizacdo in vitro necessario para diluicdo do pellet remanescente foi utilizada a seguinte formula
[(volume do pellet x motilidade x concentracdo espermatica) / 100 - volume do pellet].

2.9.Fertilizacao in vitro (FIV)

Apos a diluicdo do pellet, 6 pL foram utilizados para cada gota de forma que fosse obtida a
concentragdo 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® o6leo para cultivo. A fertilizacdo in vitro foi
realizada em incubadora de alta tenséo de O, atmosfera tmida com 5% de CO> a 38,5°C; durante
18 horas.

2.10. Cultivo in vitro dos presumiveis embriées (CIV)

Apos as 18 horas de FIV, os presumiveis embrides foram submetidos ao desnudamento, pelo
procedimento de turbilhonamento do meio 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 solu¢do a 100 mM), amicacina (75 pL/mL)] suplementado
com 10% de SFB. Em seguida, os presumiveis embrides foram lavados trés vezes em meio de
lavagem. Para cada uma das lavagens foi utilizado 50 yuL de meio de lavagem. Em seguida 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

solucéo a 100 mM)] acrescido de 2,5% de SFB. As gotas foram submersas em BotuFIV® 6leo para

69



cultivo. Os provaveis zigotos foram cultivados em incubadora de alta tenséo 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
(DO).

2.11. Avaliacio do desenvolvimento embrionario

A taxa de clivagem foi avaliada no D3 do CIV, onde as estruturas foram classificadas em clivadas
ou néo clivadas. No D7 e D9 os blastocistos foram classificados morfologicamente em blastocisto
inicial, blastocisto, blastocisto expandido e blastocisto eclodido. No D7 a taxa de blastocisto foi
determinada pelo [(niUmero de blastocistos observados/nimero de presumiveis embrides cultivados)
x 100]. No D9, ataxa de eclosao foi determinada pelo [(nimero de blastocistos eclodidos / numero
de presumiveis embrides cultivados) x 100].

2.12. Armazenamento dos embrides para analise por RT-qPCR

Ap0s a avaliacdo da taxa de eclosdo no D9, os blastocistos eclodidos foram lavados em trés gotas
de 50 pL de solucéo 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 ou reunidos em pools de trés embrides com aproximadamente 3 uL
do meio da ultima 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-gPCR.

2.13. Transcri¢do reversa seguida da reacido em cadeia da polimerase quantitativa

(RT-qPCR)

O RNA total foi extraido usando PicoPure RNA Isolation Kit (ThermoFisher Scientific
KIT0204/KIT0214), de acordo com as instrucGes do fabricante. A concentracdo e pureza do RNA
total extraido das amostras foi determinada usando espectrofotometria (NanoVue; GE Healthcare),
onde os valores das razdes 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.
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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-gqPCR foi
realizada usando corante SYBR Green (Applied Biosystems Inc.). As reagdes 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 ap6s 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 concentracGes 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 concentracdes testadas avaliou-se a eficiéncia da amplificacéo, falta
de amplificacdo no controle negativo e andlise da curva de melting. Depois de eleita a melhor
concentragdo 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 amplificagdo foi calculada pela equacdo: Eficiéncia = —1+
10(~1/inclinacao) Eoram consideradas validadas as curvas padrdo com eficiéncia entre 70 e 100% e
coeficiente de determinacdo da equacdo de regressdo (R?) > 0,88. Os genes de referéncia foram
validados e utilizados como housekeeping ap6s determinacdo da estabilidade de expressao por meio
do software geNorm (VANDESOMPELE et al., 2002). Apds a validacdo, os genes RPS9
(ribosomal protein S9) e ACTB (beta-actin) foram utilizados como referéncia. A média geométrica
da abundéncia desses dois genes foi usada para a normalizacdo da abundancia dos genes alvo. No
Experimento 1, os transcritos OCT4 (POU class 5 homeobox 1), marcador de qualidade embrionéria
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-
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actin). Tambeém foram testados, mas ndo 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 1. A Tabela 2 apresenta os dados

de validacdo dos oligonucleotideos iniciadores e da concentracdo das amostras dos genes alvo e de

referéncia para RT-gPCR de embribes bovinos no D9.

Tabela 1. Nomenclatura, sequéncias forward (F) e reverse (R), funcdo, nimero GenBank e artigo

de referéncia dos oligonucleotideos iniciadores utilizados na avaliagdo 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 celular CINTRA et al., 2022
homeobox 1) R. ATGTGGCTAATTTGCTGCA
SOD2 (superoxide F. AGCACGAGCAGGAGACTGGT Antioxidante
CINTRA et al., 2022
dismutase 2) R. GACGTTGAGGTTGTTCACGTAG mitocondrial
GPX1 (glutathione F. GCAACCAGTTTGGGCATCA CANON-BELTRAN
Antioxidante celular NM_174076
peroxidase 1) R. CTCGCACTTTTCGAAGAGCATA etal., 2020
BAX (BCL2 associated F. TGTTTTCTGACGGCAACTTCA
Pré-apoptotico CINTRA et al., 2022
X) R. CGAAGGAAGTCCAATGTCCAG
RPS9 (Ribosomal protein F. GAGCTGGGTTTGTCGCAAA
Gene de referéncia DT860044 HUGHES et al., 2017
S9) R. GGTCGAGGCGGGACTTCT
F. GGATGAGGCTCAGAGCAAGAGA BETTEGOWDA et
ACTB (beta-actin) Gene de referéncia NM_173979.3
R. TCGTCCCAGTTGGTGACGAT al., 2006

Tabela 2. Dados de validacdo dos oligonucleotideos iniciadores e da concentracdo das amostras dos

genes alvo e de referéncia para RT-gPCR de embrifes bovinos aos 9 dias de desenvolvimento.

OCT4 (POU SOD2 GPX1 RPS9
BAX (BCL2 ACTB
Nomenclatura class 5 homeobox (superoxide (glutathione (ribosomal
associated X) (beta-actin)
1) dismutase 2) peroxidase 1) protein S9)
Classificacéo do Gene de Gene de
Gene alvo Gene alvo Gene alvo Gene alvo
gene referéncia referéncia
Concentracéo do
150 300 300 150 300 300

primer (nM)
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Diluicéo da

1:20 1:20 1:20 1:20 1:20 1:20
amostra
Eficiéncia de
102,43 98,14 96,03 106,70 103,70 99,42
amplificacdo (%)
2.14. Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada por meio do software SAS (versdo 9.2, SAS Institute Inc., Cary,
NC, EUA), onde considerou-se a gota de cultivo como unidade experimental.
Para a avaliagdo das taxas de desenvolvimento embrionario, os dados foram submetidos a analise
de variancia (ANOVA), seguida de execuc¢éo de contrastes para comparagao entre 0S grupos: grupo
controle vs. todas as concentragdes de melatonina, grupo controle vs. 10000 nM de melatonina e
0,01 vs. 10000 nM de melatonina. Os resultados das taxas de desenvolvimento embrionério estdo
apresentados como média * erro padrdo da média.
A abundancia dos transcritos foi analisada por ANOVA utilizando o efeito fixo do tratamento
usando o PROC MIXED do SAS (versdo 9.2, SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA) considerando o
pool de embriGes como unidade experimental. Os resultados estdo apresentados com média + erro
padrdo da média (EPM). Para todas as andlises, a significancia foi considerada quando P < 0,05,
enquanto P > 0,05 e < 0,1 como tendéncia.

3. RESULTADOS

3.1.Experimento 1

3.1.1. Taxa de clivagem no D3

Conforme ilustrado na Figura 2, a adi¢do de melatonina ndo aumentou a taxa de clivagem (P =
0,5694) quando os diferentes grupos de tratamento foram comparados, assim como quando a

comparacdo foi estabelecida pelos contrastes.
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ANOVA: P = 0,5694
0 nM vs. todas as concentracdes: P = 0,8699
0 vs. 10000 nM: P = 0,6515
0,01 vs. 10000 nM: P = 0,6963
1
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o
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o o o
1 1 1

Taxa de clivagem (%)
S
1

o
|

T T
OnM 001nM 10nM 10000 nM

Concentracao de melatonina
Figura 2. Experimento 1. Efeitos da adicdo de diferentes concentracdes de melatonina (0, 0,01, 10
ou 10000 nM) durante a MIV de od6citos bovinos na taxa de clivagem de embriées no D3 (DO = dia
da FIV); valores apresentados na forma de media + erro padréo.

3.1.2. Producao de embrides no D7

Conforme ilustrado na Figura 3, a adi¢do de melatonina, para todas as concentragdes 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 comparacéo por contrastes observou-se uma tendéncia
para maior nimero 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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ANOVA: P = 0,3802
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0vs. 10000 nM: P = 0,6238

0,01 vs. 10000 nM: P = 0,1239
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Figura 3. Experimento 1. Efeitos da adi¢do de diferentes concentra¢es de melatonina (0, 0,01, 10

ou 10000 nM) durante a MIV no namero de blastocistos iniciais, intermediarios, expandidos,
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eclodidos, totais e na taxa de blastocisto geral no D7 (DO = dia da FIV); valores apresentados na
forma de média * erro padrao.

3.1.3 Producao de embrides no D9. Conforme ilustrado na Figura 4, a adi¢dao de melatonina, para
todas as concentracdes avaliadas, ndo aumentou o nimero 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
comparagdo por contrastes observou-se uma tendéncia para menor nimero de blastocistos
intermediarios (P = 0,0884) no grupo 10000 nM comparado ao grupo 0 nM. Observou-se um maior
numero 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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ANOVA: P = 0,4031
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0,01 vs. 10000 nM: P = 0,1122
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Figura 4. Experimento 1. Efeitos da adi¢éo de diferentes concentra¢Ges de melatonina (0, 0,01, 10
ou 10000 nM) durante a MIV no numero de blastocistos iniciais, intermediarios, expandidos,
eclodidos, totais e na taxa de blastocisto geral no D9 (DO = dia da FIV); valores apresentados na

forma de média + erro padrdo.
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3.1.3. Expressido génica de embrides no D9

Conforme ilustrado na Figura 5, a adi¢do de melatonina nas concentrac6es de 10 e 10000 nM nédo
aumentou a abundancia dos transcritos dos genes OCT4, SOD2, GPX1 e BAX quando os diferentes
grupos de tratamento foram comparados, assim como quando a comparacéo foi estabelecida pelos

contrastes.

0nM vs. todas as concentragdes: P = 0,5000 0 nM vs. todas as concentragdes: P = 0,2932

0vs. 0,01 vs. 10000 nM: P = 0,6643 0vs. 0,01 vs. 10000 nM: P =0,1219
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Figura 5. Experimento 1. Avaliacdo por RT-gPCR da expressdo 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 odcitos suplementados
diferentes concentrac¢fes de melatonina (0, 10 ou 10000 nM) durante a MIV; valores apresentados

como média + erro padrdo.
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3.2.Experimento 2

3.2.1. Taxa de clivagem no D3

Conforme ilustrado na Figura 6, a adi¢do de melatonina no CIV néo afetou a taxa de clivagem (P

= 0,8637) quando os diferentes grupos de tratamento foram comparados, assim como quando a

comparagéo foi estabelecida por contrastes.

ANOVA: P = 0,8637
0 nM vs. todas as concentracdes: P = 0,6179

— 0 vs. 10000 nM: P = 0,9823
100 0\651 VS. 10080 nM: P =0,5789
;\3 804 T
= AR
S 60-
2
o 40-
o
©
8 20-
|_
0- | |
0nM 0,01nM 10nM 10000 NnM

Concentracao de melatonina

Figura 6. Experimento 2. Efeitos da adicdo de diferentes concentracdes de melatonina (0, 0,01, 10

ou 10000 nM) durante o CIV na taxa de clivagem de embrides bovinos produzidos in vitro no D3

(DO = dia da FIV); valores apresentados na forma de média * erro padréo.

3.2.2. Producao de embrioes no D7

Conforme apresentado na Figura 7, a adicdo de melatonina durante o CIV, 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 7. Experimento 2. Efeitos da adi¢éo de diferentes concentra¢es de melatonina (0, 0,01, 10
ou 10000 nM) durante o CIV no numero de blastocistos produzidos no D7 (DO = dia da FIV) de
acordo com a categoria de blastocisto inicial, intermediario, blastocisto expandido, blastocisto
eclodido, blastocistos totais e taxa de blastocisto; valores apresentados na forma de média + erro

padrdo.
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3.2.3 Produgédo de embrides no D9. Conforme ilustrado na Figura 8, a adicdo de melatonina
durante o CIV, para todas as concentracOes avaliadas, ndo afetou a producédo de blastocisto inicial,

intermediario, blastocisto expandido, blastocisto eclodido, blastocistos totais e taxa de eclosdo.
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Figura 8. Experimento 2. Efeitos da adi¢éo de diferentes concentra¢es de melatonina (0, 0,01, 10
ou 10000 nM) durante o CIV no namero 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; valores apresentados na forma de média * erro padrao.

82



3.3.Experimento 3

3.3.1. Taxa de clivagem no D3

Conforme ilustrado na Figura 9 a adigdo de melatonina, durante a MIV e CIV, néo afetou a taxa de
clivagem (P = 0,6685) quando os diferentes grupos de tratamento foram comparados, assim como

quando a comparacao foi estabelecida por contrastes.

ANOVA: P = 0,6685
0 nM vs. todas as concentragdes: P = 0,4221

—_ 0 vs. 10000 nM: P = 0,8280
100 0,01 vs. 10000 nM: P = 0,6822
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Figura 9. Experimento 3. Efeitos da adicdo de diferentes concentracdes de melatonina (0, 0,01, 10
ou 10000 nM) durante a MIV e CIV na taxa de clivagem de embrides bovinos produzidos in vitro

no D3 (DO = dia da FIV); valores apresentados na forma de média + erro padréo.

3.3.2. Producao de embrioes no D7

Conforme ilustrado na Figura 10 a adicdo de melatonina, durante a MIV e CIV para todas as
concentracdes avaliadas, ndo afetou a producdo de blastocisto inicial, intermediario, blastocisto

expandido, blastocisto eclodido, blastocistos totais e taxa de blastocisto.
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Figura 10. Experimento 3. Efeitos da adicdo de diferentes concentra¢es de melatonina (0, 0,01, 10
ou 10000 nM) durante a MIV e 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, intermediério,
blastocisto expandido, blastocistos totais e taxa de blastocisto geral; valores apresentados na forma

de média + erro padréo.
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3.3.3. Producio de embrides no D9

Conforme ilustrado na Figura 11, a adigdo de melatonina durante o CIV, para todas as
concentracdes avaliadas, ndo afetou a producdo de blastocistos intermediarios, expandidos,

eclodidos, totais e taxa de eclosao.
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Figura 11. Experimento 3. Efeitos da adicdo de diferentes concentra¢es de melatonina (0, 0,01, 10
ou 10000 nM) durante a MIV e 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 ecloséo; valores apresentados na forma de média + erro padréo.
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4. DISCUSSAO

Suplementamos odcitos e/ou embriGes bovinos com melatonina nas concentracées de 0,01 nM (10
11 M), 10 nM (108 M) e 10000 nM (10° M). Observamos neste estudo que os efeitos da melatonina
na PIVE com od6citos provenientes de fémeas Nelore (Bos taurus indicus) variam de acordo com a
concentragdo e momento da suplementacdo. Quando avaliamos os resultados obtidos com o
emprego da melatonina na MIV e/ou CIV, observamos que nenhuma das concentragdes testadas
promoveu efeitos positivos na producdo embrionaria comparada ao grupo controle. Quanto ao
momento da suplementacdo, a MIV nos parece 0 momento mais promissor, onde encontramos
algumas tendéncias. Quando a melatonina foi incorporada a M1V, verificamos uma tendéncia para
maior numero de blastocistos eclodidos (P = 0,0686) e totais (P = 0,0892) quando foi utilizada a
maior concentracdo de melatonina (10000 nM ou 10 M) comparada com a menor concentrago
(0,01 nM ou 10°** M). Reporta-se em bovinos a concentragdo de melatonina no fluido folicular é de
cercade 1,1 a1,3 x 102° M (TIAN et al., 2014). Verificou-se que a melatonina difundida no fluido
folicular pode ser produzida localmente em odcitos de rato (SAKAGUCHI et al., 2013), células do
cumulus bovinas (REITER et al., 2013) e células da granulosa humanas (REITER et al., 2009).
Embora estudos prévios tenham reportado que a adicdo de melatonina durante a MIV melhora o
desenvolvimento embriondrio (CEBRIAN-SERRANO et al., 2013), aumenta a capacidade de
desenvolvimento de embrides precoces (LIANG et al., 2017), melhora a qualidade embrionaria
quando associada a nano capsulas poliméricas de ntcleo lipidico (REMIAO et al., 2016), estimula
a retomada da meiose em odcitos tratados apoiando o desenvolvimento embrionario subsequente
(RODRIGUES-CUNHA et al., 2016); nesse estudo ndo verificamos o aumento na producdo
embrionaria, em todos 0s momentos e concentracdes testadas.

No contexto da geracdo de EROs, a técnica de obtencdo de odcitos tem grande potencial estressor
para 0s gametas, seja em ovarios obtidos em abatedouro (in vitro) ou aspiracao folicular guiada por

ultrassonografia (in vivo). Quando in vitro, a aspiracdo dos o0citos ocorre mediante abate do animal
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e 0 transporte dos ovarios ao laboratério pode demorar algumas horas. Durante o procedimento de
aspiracdo folicular, seja in vivo ou in vitro, 0s gametas séo expostos a condi¢Ges adversas, como luz,
temperatura ambiente e contato com diferentes meios de cultivo, além de sucessivas manipulagdes
em diferentes meios de cultivo. Todas essas circunstancias adversas favorecem o estresse oxidativo,
0 que impacta negativamente na PIVE, abrindo dessa forma, precedentes para a inclusédo de
moléculas antioxidantes (SOTO-HERAS; PARAMIO, 2020). De acordo com 0 exposto, 0 estresse
inclusive oxidativo pode ser mais proeminente antes da MIV do que durante o CIV, o que poderia
tornar os efeitos positivos da melatonina mais evidentes durante a MIV do que no CIV.
Observamos uma taxa de blastocisto em D7 de 48,20% quando a concentracdo de 10° M de
melatonina foi utilizada na MIV caracterizando uma tendéncia a ser superior frente a menor
concentracéo utilizada de 10! M. Remi&o et al. (2016), verificaram com as concentragdes de 107,
10° e 10 M de melatonina taxas de blastocisto no D7 de 42,09%, 39,56% e 43,75%,
respectivamente, sendo tais taxas maiores que no grupo controle (35,26%). Tian et al. (2014),
identificaram que a concentragdo de 10° M de melatonina resultou em uma maior taxa de blastocisto
de 41,2% comparada a 26,5% no grupo controle. Sampaio et al., (2012) obtiveram as taxas de
blastocisto de 32, 43,7 e 30% para as concentracdes de 0,0001 nM, 0,001 nM e 1 nM,
respectivamente; e esses valores foram superiores ao grupo controle (30,9%). Em geral, esses
autores utilizaram concentra¢fes mais baixas de melatonina e, embora nossos dados tenham se
limitado a uma tendéncia, a taxa de blastocisto obtida foi superior aos trabalhos relatados acima.
Sabendo que um dos mecanismos pelos quais a melatonina promove a eliminacdo de EROs se baseia
no aumento da expressdo de enzimas antioxidantes, investigamos o impacto da melatonina na
expressdo dos transcritos das enzimas SOD2 e GPX1. Esperavamos que esses dois transcritos
fossem regulados positivamente, uma vez que esse efeito foi relatado na literatura citada
anteriormente, mas a suplementacdo com melatonina durante a MIV ndo resultou em expressdo

diferenciada de SOD2 e GPX1. Adicionalmente, também investigamos os efeitos da melatonina
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em no marcador de qualidade embrionéria OCT4. Considerando que a melatonina tende a acelerar
0 desenvolvimento embrionario, esperavamos que a expressdo de OCT4 pudesse estar aumentada
em blastocistos eclodidos no D9, visto que OCT4 regula a manutencéo da pluripoténcia e eventos
de diferenciacédo, sendo, portanto, fundamental para o desenvolvimento embrionario de mamiferos
(FRUM; RALSTON, 2015). Recentemente foi demonstrado em embrides bovinos que OCT4
também € necessario durante a diferenciacdo da segunda linhagem para a manutencdo da
pluripoténcia do epiblasto e diferenciacdo do hipoblasto (SIMMET et al., 2022). Entretanto, em
nosso estudo ndo verificamos difencas entre os trés grupos avaliados (controle; 10 e 10000 nM de
melatonina).

Além de investigar o efeito da melatonina sobre transcritos relacionados com a protecdo contra
EROs e qualidade embrionaria, também incluimos a avaliacdo da expressdo de BAX, reconhecido
como um regulador intrinseco de apoptose na via apoptotica mitocondrial (THORBURN, 2008),
estando presente no citosol dessa organela como monémero inativo que, durante o processo de
apoptose, modula a liberacdo do citocromo C, um marcador de apoptose mediado pela mitocondria,
do espaco intermembrana para o citosol (HEIMLICH et al., 2004). Esperavamos uma regulacao
negativa desse transcrito, uma vez que a melatonina proporciona efeitos protetores. Contudo, a
adicdo de melatonina néo afetou a expressdo desse gene. A melatonina, na concentracdo de 10° M,
foi relacionada com a diminuicdo dos niveis da expressdo de BAX em odcitos e embrides bovinos
(KOMNINOU et al., 2016; REMIAO et al., 2016). Embora nossas anélises de RT-gPCR n&o
tenham identificado expressdo diferencial de genes susceptiveis ao efeito da melatonina, diferindo
da literatura consultada, os beneficios proporcionados pela melatonina sdo relatados de forma
consistente por diversos autores.

Além da suplementacdo com melatonina na M1V, também suplementamos embriBes durante o CIV,
mas ndo observamos efeitos significativos. E possivel adicionar uma concentracdo de melatonina

em todo o periodo de cultivo, como fizemos, ou utilizar diferentes concentraces a depender do
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estagio de desenvolvimento das estruturas. Nesse sentido, Wang et al. (2014b), dividiram o cultivo
in vitro de embribes bovinos em dois periodos: primeiros 2 dias e ultimos 6 dias de cultivo,
totalizando 8 dias de cultivo, onde diferentes concentragdes de melatonina foram testadas (10, 10°
%107, 10° e 10 M). Esses autores verificaram que embrides expostos a 107 M de melatonina nos
2 primeiros dias de cultivo apresentaram maior taxa de blastocisto e maior taxa de ecloséo. De forma
semelhante, 10° M de melatonina adicionada nos ultimos 6 dias de cultivo foi capaz de produzir os
mesmos efeitos proporcionados por 107 M nos primeiros 2 dias. Com base nesses resultados, um
novo cultivo foi realizado, onde as concentragbes de 107 M e 10° M de melatonina foram
adicionadas nos 2 dias iniciais e 6 dias finais, respectivamente; onde verificaram que a
suplementacdo com melatonina promoveu maior taxa de clivagem, maior taxa de blastocisto e maior
nimero médio de células por blastocisto. Nesse sentido, no experimento 2 do nosso estudo, 0s
embrides foram expostos a melatonina durante 9 dias de cultivo; onde nenhuma das concentracfes
testadas apresentou beneficios na producdo embrionéria diferindo do observado por Wang et al.
(2014b). O periodo po6s FIV pode ser particularmente estressante, visto que nesse momento 0s
presumiveis embries passam pelo processo de desnudamento por meio de turbilhonamento, o que
pode acentuar o estresse oxidativo das estruturar e abrir um precedente para que a melatonina
exogena exerca suas acdes antioxidantes, o que estaria de acordo com os achados de Wang et al.,
(2014b), que indicaram maior beneficio de concentracbes maiores de melatonina no inicio do
cultivo.

Os beneficios da melatonina sdo mediados por uma variedade de caminhos, desde atenuacéo direta
que, por si so, ja apresenta complexidade, uma vez que ja foram relatados efeitos antioxidantes até
para metabolitos quaternarios (TAN et al., 2007). Também vale ressaltar que, salvo os efeitos diretos
da melatonina sobre EROs, 00citos e embrides ndo compartilham os mesmos sitios de ligacdo da
melatonina. Tanto odcitos quanto blastocistos bovinos expressam receptores para a melatonina,

sendo MT1 e MT2 receptores de membrana acoplados & proteina G e, MT3, sitio de ligacdo da
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melatonina na enzima citosolica NQO2 (SAMPAIO et al., 2012). Enquanto odcitos expressam MT1
e MT3, blastocistos bovinos expressam apenas MT1, conforme apresentado por (SAMPAIO et al.,
2012). A maior parte da acéo celular da melatonina possivelmente ocorre atraves da sua ligagdo aos
receptores MT1 e MT2, 0 que promove aumento na atividade da proteina G e, principalmente,
inibicdo da adenilato ciclase (RIAZ et al., 2019). MT1 e MT2 estdo envolvidos em processos
fisiolégicos normais da reproducdo de mamiferos (TALPUR et al., 2017). De acordo com estudos
recentes, a melatonina pode ser sintetizada em complexos cumulus-o04cito ovinos e caprinos,
regulando assim MT1 e/ou MT2 (SOTO-HERAS et al., 2018; XIAO et al., 2019). Em relacdo a
NQO2, a melatonina possivelmente atua suprimindo a capacidade dessa enzima em produzir
espécies reativas de oxigénio quando estimulada por xenobioticos, participando assim, de
mecanismos gerais de defesa do oocito (REYBIER et al., 2011; SAMPAIO et al., 2012). Assim,
enquanto oocitos se desenvolvem em um ambiente rico em melatonina e expressam multiplos sitios
de ligacdo, blastocistos bovinos encontram-se no limen uterino e estdo limitados a expressar MT1,
0 que reduz as vias de sinalizacdo possiveis. Com base nas informacdes apresentadas, 0s embrides
podem apresentar uma resposta bifasica em relacdo a concentracdo de melatonina, sendo
favorecidos por maiores concentra¢@es no inicio do cultivo, momento de maior manipulacéo, onde
o efeito positivo serd mediado por atenuacgéo direta e interacdo com o receptor MT1 e, com 0 avango
do cultivo, em uma condicdo de cultura de maior estabilidade, concentragdes menores podem ser
mais adequadas, uma vez que o principal alvo seria restrito ao receptor MT1.

Com base na distribuicdo de receptores para a melatonina em od6citos e embrides, beneficios da
adicdo de melatonina seriam esperados tanto na MIV quanto no CIV, uma vez que 0s sitios de
ligacdo para a melatonina estao presentes tanto em odcitos quanto em embrides. No experimento 3,
suplementamos tanto o6citos quanto embrides, buscando verificar se 0s beneficios observados no
experimento 1, onde a melatonina foi adicionada apenas na M1V, seriam complementados. Contudo,

nenhum efeito positivo foi observado em comparagdo ao grupo controle. De forma semelhante,
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Marques et al. (2018) reportaram que a suplementacdo com 10° M de melatonina utilizada
simultaneamente na maturacdo in vitro de odcitos e cultivo in vitro de embriGes bovinos, em
comparagdo com a utilizagdo apenas no cultivo in vitro de embrides resulta em menor taxa de
blastocisto (42,2% vs. 52,08%) e maior numero de células apoptoéticas (5,4% vs. 3%). Contudo, 0s
mecanismos adjacentes que sustentam esse efeito ndo estdo elucidados. Como discutido
anteriormente, a ndo evidéncia de beneficios da melatonina empregada tanto na M1V quanto no CIV
pode estar relacionada com seus sitios de ligacdo e com a manipulacdo exercida de acordo com a
etapa da PIVE, sendo maior na MIV e inicio do CIV. Esses dados sugerem que a melatonina pode
apresentar melhores resultados em concentracdes mais altas na MIV e inicio do CIV, e
concentragdes mais baixas a partir do terceiro dia de cultivo.

Outro fator a ser considerado neste estudo é a composi¢do genética dos odcitos e embrides. Nosso
grupo de pesquisa prioriza bovinos da raca Nelore (Bos taurus indicus) nos estudos envolvendo a
PIVE. Dessa forma, temos uma abordagem direcionada a animais Bos taurus indicus em vez de
animais Bos taurus taurus e cruzamentos (Bos taurus taurus x Bos taurus indicus), embora muitas
informacdes discutidas aqui sejam compartilhadas entre mamiferos de forma geral. Dito isso, ndo
encontramos na literatura estudos que abordaram a interacdo melatonina x raca bovina. Uma
investigacdo dessa interacdo poderia trazer mais respostas acerca da variacdo da susceptibilidade a

melhoria na PIVE de acordo com o grupo genético.
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5. CONCLUSAO

Em conclusdo, a suplementacdo com melatonina apresentou tendéncia para melhores taxas de
producdo embrionéria quando utilizada na MIV na concentragdo de 10000 nM comparada a 0,01
nM. Adicionalmente, a melatonina ndo alterou a expresséo dos transcritos OCT4, SOD2, GPX1 e

BAX.
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RESUMO

A hipdtese do presente estudo € que a utilizagdo do sistema 3D CellFate® (Biocelltis S.A., Brasil)
durante a maturagdo oocitéaria (MIV) e o cultivo embrionério (CIV), associada a suplementacao de
10 uM (10° M) de melatonina durante a MIV aumenta as taxas de producédo embrionaria e melhora
a qualidade dos embrides. Objetivou-se comparar os sistemas 2D e 3D (CellFate®) durante a
maturacdo oocitaria (MIV) e/ou cultivo embrionério (CIV) e avaliar os efeitos da adicdo de 10 uM
de melatonina MIV dos sistemas 2D (controle) e 3D (CellFate®) na taxa de clivagem no D3 e na
producdo embrionaria no D7 e D9 (DO = dia da FIV) e a qualidade dos blastocistos eclodidos no
D9, atraves da avaliacdo da expressdo génica por RT-gPCR de OCT4 (POU class 5 homeobox 1),
SOD2 (superoxide dismutase 2), GPX1 (glutathione peroxidase 1), e BAX (BCL2 associated X).
Odcitos com citoplasma homogéneo e multiplas camadas de células do cumulus, derivados de
ovarios de fémeas Nelore (Bos taurus indicus) abatidas, foram cultivados em meio base para MIV
acrescido de 10% de soro fetal bovino (SFB) em sistema 3D CellFate® ou sistema 2D convencional
com o meio acrescido ou ndo com 10 uM de melatonina (Sigma Aldrich, M5250). Apés a MIV, os
odcitos foram cocultivados com espermatozoides durante 18 horas, tendo sido utilizado o sémen de
um unico touro Nelore (DO = dia da fertilizacdo). Posteriormente, 0s provaveis zigotos foram
transferidos para o meio fluido sintético de oviduto (SOF) acrescido com 2,5% de SFB, onde
permaneceram em cultivo in vitro (CIV), durante 9 dias em sistema 3D CellFate®. No D3, o sistema
3D com melatonina apresentou maior (P = 0,0300) taxa de clivagem comparado ao controle e ao
sistema 3D sem melatonina (P = 0,0313). No D7, o sistema 3D com melatonina apresentou maior
(P =0,0079) taxa de blastocisto inicial comparado ao controle. No D9, o sistema 3D com melatonina
apresentou maior (P = 0,0491) taxa de blastocisto expandido comparado ao sistema 3D sem
melatonina, maior taxa de blastocisto geral comparado aos grupos controle (P = 0,0160) e sistema
3D sem melatonina (P = 0,0193). A utilizacdo do sistema 3D isolado na MIV resultou em taxa de

blastocisto geral semelhante ao sistema 3D com melatonina, sendo esses dois sistemas superiores
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aos sistemas 3D sem melatonina, 3D somente no CIV e controle (P = 0,0323). Em concluséo, 0
sistema 3D com melatonina, bem como a MIV 3D isolada resultam em maior taxa de blastocisto
geral no D9, sem alterar a expressdo de OCT4, GPX1, SOD2 e BAX em embrifes bovinos.

Palavras-chave: reproducdo, odcito, embrido, antioxidante, cultura tridimensional.
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ABSTRACT

The hypothesis of the present study is that the use of the 3D CellFate® system (Biocelltis S.A.,
Brazil) during oocyte maturation (IVM) and embryonic cultivation (IVC) associated with 10 uM
(10° M) melatonin supplementation during IVM; increases embryo production rates and improves
embryo quality. The objective was to compare the 2D and 3D systems (CellFate®) during oocyte
maturation (IVM) and/or embryonic culture (IVC) and evaluate the effects of adding 10 puM
melatonin MIV of the 2D (control) and 3D (CellFate) systems in the cleavage rate on D3 and embryo
production on D7 and D9 (DO = day of IVF) and the quality of the blastocysts hatched on D9;
through the evaluation of gene expression by RT-gPCT of OCT4 (POU class 5 homeobox 1), SOD2
(superoxide dismutase 2), GPX1 (glutathione peroxidase 1), and BAX (BCL2 associated X).
Oocytes with homogeneous cytoplasm and multiple layers of cumulus cells, derived from ovaries
of slaughtered Nelore (Bos taurus indicus) females, were cultured in base medium for IVM plus
10% fetal bovine serum (FBS) in a 3D CellFate® system or system Conventional 2D with the
medium added or not with 10 uM melatonin (Sigma Aldrich, M5250). After IVM, oocytes were co-
cultured with sperm for 18 hours, using semen from a single Nelore bull (DO = day of fertilization).
Subsequently, the probable zygotes were transferred to the synthetic fluid oviduct medium (SOF)
added with 2.5% FBS, where they remained in in vitro culture (IVVC) for 9 days in the 3D CellFate®
system. On D3, the 3D system with melatonin showed a higher (P = 0.0300) cleavage rate compared
to the control and the 3D system without melatonin (P = 0.0313). On D7, the 3D system with
melatonin showed a higher (P = 0.0079) initial blastocyst rate compared to the control. On D9, the
3D system with melatonin showed a higher (P = 0.0491) expanded blastocyst rate compared to the
3D system without melatonin, a higher overall blastocyst rate compared to the control (P = 0.0160)
and 3D system without melatonin groups (P = 0.0193). The use of the 3D system alone in IVM
resulted in an overall blastocyst rate like the 3D system with melatonin, with these two systems

being superior to the 3D systems without melatonin, 3D only in IVC and control (P = 0.0323). In
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conclusion, the 3D system with melatonin, as well as 3D IVM alone, results in a higher overall

blastocyst rate at D9, without altering the expression of OCT4, GPX1, SOD2 and BAX in bovine

embryos.

Keywords: reproduction, oocyte, embryo, antioxidant, three-dimensional culture.
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1. INTRODUCAO

A taxa de sucesso da produgéo in vitro de embrides bovinos (PIVE), mensurada pela converséo de
presumiveis zigotos a blastocistos aos sete dias de desenvolvimento, dificilmente se distancia de
valores entre 20 e 50% (RIZOS et al., 2008). Esses valores ndo inviabilizaram a aplicabilidade e
expansdo comercial da PIVE mundialmente, uma vez que em 2021 aproximadamente 1.521.018
embrides bovinos foram produzidos in vitro (VIANA, 2022). Entretanto, muitos estudos sé&o
realizados de aumentar a taxa de sucesso da PIVE, especialmente as condi¢des de cultivo de o6citos
e embrides.

Estratégias para aperfeicoar a PIVE incluem modificagdes nos meios de cultivo, atmosfera e tipos
de cultivo. A PIVE convencional faz uso do sistema bidimensional (2D) na produgdo comercial.
Recentemente varios estudos avaliam diferentes métodos de cultivo tridimensional (3D) para o
cultivo de odcitos e/ou embrides, incluindo os sistemas 3D baseados em membranas. Tais sistemas
buscam proporcionar um ambiente mais proximo daquele presente in vivo, utilizando membranas
gue mimetizam a forca mecanica da matriz extracelular. Nesse sistema 3D, 0s 0dcitos e/ou embrides
sdo acondicionados sobre uma membrana, diferindo do sistema 2D, onde odcitos e embrides
estabelecem o contato direto com a superficie rigida da placa de cultivo. Tal particularidade amplia
a area de superficie de troca entre as referidas estruturas e 0 meio de cultivo.

Membranas 3D podem ser confeccionadas em diferentes materiais, com destaque para a
nanocelulose bacteriana, que se organiza em uma rede tridimensional de nanofibras altamente
hidrofilica e porosa, 0 que permite a retencdo de agua (DE AMORIM et al., 2020). As caracteristicas
fisico-quimicas e bioldgicas da nanocelulose bacteriana sdo Unicas e resultam em um biopolimero
natural vidvel para varias aplicacfes biomeédicas (SHARMA E BHARDWAJ, 2019). Caracteristicas
como forca mecanica semelhante a proporcionada pela matriz extracelular, porosidade que permite
a difusdo de nutrientes através das nanofibras, bem como a capacidade de carrear compostos

bioativos tornam a nanocelulose bacteriana um material altamente promissor para confeccdo de
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sistemas tridimensionais que podem ser aplicados a PIVE (MARTINEZ AVILA et al., 2015;
CURVELLO et al., 2019).

As condi¢des de cultivo e a manipulacdo de odcitos e embrides durante a PIVE desencadeiam o
estresse oxidativo nessas estruturas (GUERIN et al., 2001; SOTO-HERAS E PARAMIO, 2020). O
estresse oxidativo é caracterizado pelo desequilibrio entre a producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) e a remogdo delas através de sistemas enzimaticos ou ndo. As EROs
reconhecidamente promovem danos celulares, além de favorecerem o desencadeamento dos
mecanismos envolvidos na apoptose (LI et al., 2019). Nesse contexto, modificagdes nos meios de
cultivo baseadas na insercdo de moléculas potencialmente benéficas ao sistema, séo amplamente
estudadas. Dentre centenas de moléculas investigadas, temos a melatonina, cujos principais
beneficios se baseiam em sua acdo antioxidante que promove a reducdo dos niveis de espécies
reativas de oxigénio (EROs).

A melatonina promove a atenuacgdo direta de moléculas como oxigénio singleto, 6xido nitrico,
perdxido de hidrogénio e radical hidroxila, relacionadas ao estresse oxidativo (POEGGELER et al.,
1996) e regula positivamente genes responsaveis por codificar proteinas antioxidantes (BARLOW-
WALDEN et al., 1995; ANTOLIN et al., 1996; MAYO et al., 2002; RODRIGUEZ et al., 2004).
Além desses efeitos, a melatonina, ao interagir com EROs, gera metabolitos primarios, secundarios,
terciarios e quaternarios que também apresentam atividade antioxidante, gerando uma cascata de
eliminacéo de radicais livres (TAN et al., 2007).

A hipétese do presente estudo é que a utilizacdo do sistema 3D, com 0 uso membrana de
nanocelulose bacteriana denominada CellFate® (Biocelltis S.A., Brasil) durante toda a maturagéo
in vitro de odcitos (MIV) e cultivo in vitro de embrides (CIV), associacdo de 10 uM de melatonina
ao meio de cultivo durante a MIV, aumenta as taxas de producdo embrionéria e melhora a qualidade
embrionaria por aumentar a expressao do transcrito OCT4 (POU class 5 homeobox 1); reduz o

estresse oxidativo por aumentar a expressdo dos transcritos GPX1 (glutathione peroxidase 1) e
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SOD2 (superoxide dismutase 2) e diminui a expressdo de BAX (BCL2 associated X) prevenindo a
apoptose. Objetivou-se comparar o sistema 2D com o sistema 3D (CellFate®) durante a MIV e/ou
CIV e avaliar os efeitos da adi¢do de 10 uM de melatonina ao meio de cultivo durante a MIV nos
sistemas 2D e 3D na producdo embrionaria em D3, D7 e D9 (DO = dia da FIV) e na qualidade dos
blastocistos produzidos no D9 através da avaliacdo da expressao de diferentes transcritos pela

técnica de RT-qPCR.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1.Local do experimento

Ovérios foram obtidos no abatedouro ACOVACAT, localizado no municipio de Tupd, estado de
Sdo Paulo, Brasil. A PIVE, aplicacdo dos tratamentos e coleta de amostras bioldgicas foram
realizadas no Laboratério de Investigacdo da Fisiologia do Endométrio e do Embrido (LIFE),
sediado na Universidade Estadual Paulista (UNESP), cidade de Dracena, estado de S&o Paulo,
Brasil. As anélises por RT-gPCR e a estatistica foram realizadas no Laboratério de Fisiologia e
Endocrinologia Molecular (LFEM), na Universidade de S&o Paulo (USP), cidade de Pirassununga,
estado de S&o Paulo, Brasil. Todos os procedimentos realizados no referido estudo, foram aprovados
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da FCAT, UNESP, Certificados n® 14/2022 e 15/2022.

2.2.Coleta dos ovarios e recuperaciao dos odcitos)

Ovaérios de fémeas Bos taurus indicus (Nelore) foram obtidos no abatedouro e imediatamente apds
0 abate, foram transportados ao laboratdrio imersos em solucdo salina (NaCl 0,9%) a 37°C, de forma
que a temperatura fosse mantida durante o transporte. No laboratorio, os ovarios foram desinfetados
com alcool etilico hidratado 70% e enxaguados trés vezes em solucdo 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
didmetro de 2 a 8 mm foram aspirados e o fluido folicular obtido da aspiracdo dos foliculos foi
depositado em um tubo cénico estéril de 15 mL que foi mantido a 37° C. Apos a decantacdo dos
odcitos para o fundo do tubo, o sedimento contendo os odcitos foi transferido para placas de
poliestireno 100 x 20 mm de didmetro (Corning Incorporated, NY, USA) juntamente com 2 mL de
fluido folicular.

2.3.Sele¢ao dos oocitos

Utilizando um estereomicroscopio (Nikon SMZ800N, Tokyo, Japao), os complexos cumulus-odcito
(COCs) foram rastreados, avaliados e categorizados em graus I, Il ou Ill; de acordo com as

caracteristicas morfolégicas (STOJKOVIC et al.,, 2001). Foram utilizados somente COCs
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classificados como grau | (o6cito com citoplasma homogéneo e multiplas camadas de células
cumulus compactas) e grau Il (heterogeneidade discreta no citoplasma oocitario e mais de 5 camadas
compactas de células do cumulus). Os o6citos selecionados foram capturados e acondicionados em
placa de Petri de 35 mm contendo 1 mL 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)]. Em seguida, os odcitos foram distribuidos de forma
equitativa entre os grupos diferentes experimentais, de maneira que a cada repeticdo experimental
houvesse de 12 a 22 o6citos por tratamento.

2.4.Preparo da Melatonina

A melatonina (M5250, Sigma Aldrich) foi diluida em dimetilsulfoxido (DMSO, D2650, Sigma
Aldrich) para que fosse utilizada a concentragédo de 10 puM.

2.5.Delineamento Experimental

Odcitos bovinos foram distribuidos equitativamente em seis grupos, sendo: MIV e CIV em sistema
2D como grupo controle (Grupo MIV e CIV 2D; n = 137 odcitos); MIV 3D e CIV 2D (Grupo MIV
3D e CIV 2D; n = 137 odcitos); MIV 2D e CIV 3D (Grupo MIV 2D e CIV 3D; n = 137 00citos);
MIV e CIV 3D (Grupo MIV e CIV 3D; n = 137 odcitos); MIV 2D com 10 uM de melatonina e CIV
3D (Grupo MIV 2D* e CIV 3D; n = 137 od6citos) e MIV 3D com 10 uM de melatonina e CIV 3D
(Grupo MIV 3D* CIV 3D; n = 137 odcitos). A membrana CellFate® foi utilizada como sistema
3D. A producdo embrionaria foi avaliada no D3 (taxa de clivagem), D7 [blastocistos totais e por
categoria (blastocisto inicial, blastocisto, blastocisto expandido e blastocisto eclodido) e taxa de
blastocisto] e D9 [blastocistos totais, blastocistos por categoria (blastocisto inicial, blastocisto,
blastocisto expandido e blastocisto eclodido) e taxa de eclosdo]. Para a RT-qPCR, foram utilizados
pools de trés blastocistos eclodidos para os grupos Grupo MIV e CIV 2D (3 pools), Grupo MIV 2D
e CIV 3D (4 pools), Grupo MIV 2D* e CIV 3D (4 pools), Grupo MIV 3D* e CIV 3D (3 pools). O

delineamento experimental esta apresentado na Figura 1.
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Figura 1. Delineamento experimental. Odcitos bovinos foram distribuidos equitativamente em seis
grupos, sendo: MIV e CIV em sistema 2D como grupo controle (Grupo MIV e CIV 2D; n = 137
oocitos); MIV 3D e CIV 2D (Grupo M1V 3D e CIV 2D; n = 137 odcitos); MIV 2D e CIV 3D (Grupo
MIV 2D e CIV 3D; n = 137 odcitos); MIV e CIV 3D (Grupo MIV e CIV 3D; n = 137 odcitos); MIV
2D com 10 uM de melatonina e CIV 3D (Grupo MIV 2D* e CIV 3D; n = 137 oo6citos) e MIV 3D
com 10 uM de melatonina e CIV 3D (Grupo MIV 3D* e CIV 3D; n = 137 00citos). A membrana
CellFate® foi utilizada como sistema 3D. A producdo embrionaria foi avaliada no D3 (taxa de
clivagem), D7 [taxas de blastocisto por categoria (blastocisto inicial, blastocisto intermediario,
blastocisto expandido) e taxa de blastocisto geral (todas as categorias)] e D9 [taxas de blastocisto
por categoria (blastocisto inicial, blastocisto intermediario, blastocisto expandido, blastocisto
eclodido e blastocisto degenerado) e taxa blasstocisto geral (todas as categorias)]. Para a RT-gPCR,
foram utilizados pools de trés blastocistos eclodidos para os grupos Grupo MIV e CIV 2D (3 pools),
Grupo M1V 2D e CIV 3D (4 pools), Grupo MIV 2D* e CIV 3D (4 pools), Grupo MIV 3D* e CIV

3D (3 pools).
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2.6. Maturacao in vitro dos odcitos

Os odcitos previamente 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 pL de meio. Em seguida os odcitos foram lavados por mais trés vezes,
onde cada lavagem utilizou-se 50 uL do meio especifico de tratamento. 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 solucdo a 100 mM), amicacina (75
pML/mL), hormdnio foliculo estimulante (20 pL/mL) e hormonio luteinizante (2 pL/mL)] acrescido
de soro fetal bovino (10%). A MIV ocorreu em placas de 4 pocos (32004, SPL Life Sciences,
Coreia) respeitando a proporcéo de 30 pL de meio por estrutura. No sistema 2D, 0 po¢o continha
apenas meio de cultivo. No sistema 3D, a membrana CellFate® foi acomodada no fundo do poco
para receber as estruturas. As membranas CellFate® sdo fornecidas pela empresa previamente
autoclavadas, onde 24 membranas estéo contidas em um tubo conico de 50 mL contendo 50 mL de
agua ultrapuratipo 1. No fluxo laminar a membrana foi retirada do tubo com uma pinca autoclavada
e colocada no fundo da placa de 4 pocos. Em seguida, foi acrescentado 1 mL do meio de tratamento
especifico a cada membrana, onde permaneceram em incubadora de alta tensdo de O, atmosfera
umida com 5% de CO: a 38,5°C; durante 60 minutos. Em seguida o meio contendo o tratamento
especifico foi renovado, onde utilizou-se o volume de 30 UL de meio de cultivo para cada odcito.
Considerando que foram utilizados seis tratamentos, foram utilizadas duas placas, contendo 3
tratamentos por placa. O quarto poco de cada placa foi preenchido apenas com &gua ultrapura tipo
1.

2.7.Preparo dos oocitos para a fertilizaclo in vitro

Apds os odcitos terem sido maturados por 24 horas, foram lavados em uma gota contendo 50 pL de

meio de lavagem [Gibco™ Medium 199 - Gibco 31100035 com bicarbonato, contendo albumina
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sérica bovina (5 mg/mL), piruvato (2 I/ml de solucdo 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 fertilizacdo [TL Stock acrescido de albumina sérica bovina (6 mg/mL), piruvato (2
pL/mL de solugdo a 100 mM), gentamicina (75 pg/mL), heparina (3 pg/mL) e solugdo de
penicilamina, hipotaurina e epinefrina (44 pL/mL). Em seguida, os oocitos foram transferidos para
gotas com 100 pL de meio base para a fertilizacdo contidas em placas de Petri 35 mm livres de
nucleases, onde cada gota acomodou de 12 a 22 estruturas.

2.8.Preparo do sémen para a fertilizacio in vitro

Palhetas de sémen derivadas de um Unico touro da raca Nelore, Gnica partida, foram utilizadas, 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, Sdo 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 pL/mL de solucdo a 100 mM), gentamicina (75 pg/ml)]. O microtubo foi centrifugado
a 1300 x g durante cinco minutos em temperatura ambiente. O pellet resultante (50 pL) foi reservado
e 5 L do pellet foi transferido para um microtubo contendo 195 pL de 4gua deionizada. Em seguida,
10 pL dessa diluicdo foi depositada em uma Camara de Neubauer para avaliacdo da concentracédo
espermatica e motilidade (%). Outros 5 pL do pellet foram transferidos para um microtubo contendo
50 pL de meio base para fertilizacdo [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)]. Apds a avaliagdo da concentracdo e motilidade, a seguinte equacao foi

utilizada para obtengdo do volume de meio base (uL) para fertilizacdo in vitro necessario para
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diluicdo do pellet remanescente utilizando a seguinte férmula [(volume do pellet x motilidade x
concentracdo espermatica) / 100 - volume do pellet].

2.9.Fertilizacao in vitro

Ap6s a diluicdo do pellet, 6 pL foram utilizados para cada gota de forma que fosse obtida a
concentragéo de 1 x 108 espermatozoides/mL, de maneira que o volume final de cada gota fosse de
100 pL. A fertilizagdo in vitro foi realizada em incubadora de alta tenséo de O», atmosfera imida
com 5% de CO; a 38,5°C; durante 18 horas.

2.10. Cultivo in vitro dos presumiveis embrioes

Apos a FIV, os presumiveis embrides foram submetidos ao desnudamento, pelo procedimento de
turbilhonamento do meio por sucessivas pipetagens com o objetivo de remoc¢édo das celulas 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 lavados trés vezes em meio de lavagem. Para cada uma
das lavagens foi utilizado 50 pL de meio de lavagem. Em seguida os embrides foram lavados por
mais trés vezes, onde para cada uma das lavagens foi utilizado 50 pL do meio especifico de
tratamento. Os embribes foram cultivados em meio base [fluido sintético de oviduto, acrescido de
soro fetal bovino (2,5%) e piruvato (2 pL/mL de solucédo a 100 mM)] acrescido de 2,5% de SFB. O
CIV ocorreu em placas de 4 pocos (32004, SPL Life Sciences, Coreia) respeitando a proporcao de
30 pL de meio por estrutura. No sistema 2D, 0 po¢o continha apenas meio de cultivo. No fluxo
laminar a membrana foi retirada do tubo com uma pinca autoclavada e colocada no fundo da placa
de 4 pocos (SPL Life Sciences 32004). Em seguida, foi acrescentado 1 mL do meio de tratamento
especifico a cada membrana, onde permaneceram em incubadora de alta tensdo de O, atmosfera
umida com 5% de CO- a 38,5°C; durante 60 minutos. Em seguida o meio contendo o tratamento

especifico foi renovado, onde utilizou-se o volume de 30 uL de meio de cultivo para cada odcito.

120



Considerando que foram utilizados seis tratamentos, foram utilizadas duas placas, contendo 3
tratamentos por placa. O quarto poco de cada placa foi preenchido apenas com agua ultrapura tipo
1. Os provaveis zigotos foram cultivados em incubadora de alta tensdo de O, atmosfera tmida com
5% de CO2 a 38,5°C; durante nove dias (D9), onde o dia da FIV foi estabelecida como o dia zero
(DO).

2.11. Avaliacio do desenvolvimento embrionario

A taxa de clivagem foi avaliada no D3 do CIV, onde as estruturas foram classificadas em clivadas
ou ndo clivadas. No D7 e D9 os blastocistos foram classificados morfologicamente em blastocisto
inicial, blastocisto, blastocisto expandido e blastocisto eclodido. No D7 a taxa de blastocistos foi
determinada pelo [(nimero de blastocistos observados / namero de presumiveis embrides
cultivados) x 100]. No D9 , a taxa de eclosdo foi determinada pelo [(nUmero de blastocistos
eclodidos / nimero de presumiveis embrides cultivados) x 100].

2.12. Armazenamento dos embrides para analise por RT-qPCR

Ap0s a avaliacdo da taxa de eclosdo no D9, os blastocistos eclodidos foram lavados em trés gotas
de 50 pL de Tampdo PBS 1X, pH 7.4 (Nova Biotecnologia, Brasil), suplementado com 4% de
albumina sérica bovina. Os blastocistos foram acondicionados em tubos de 1,5 mL com
aproximadamente 3 pL do meio da Ultima gota de lavagem. Os embrides foram armazenados em
freezer a -80°C para posterior analise por RT-qPCR.

2.13. Transcri¢do reversa seguida da reacido em cadeia da polimerase quantitativa

(RT-qPCR)

O RNA total foi extraido usando PicoPure RNA Isolation Kit (ThermoFisher Scientific
KIT0204/KIT0214), de acordo com as instrucGes do fabricante. A concentracdo e pureza do RNA
total extraido das amostras foi determinada usando espectrofotometria (NanoVue; GE Healthcare),
onde os valores das razdes de absorbancia (A260/280) variaram entre 1,7 e 2. Amostras de RNA

(300 ng) de embribes foram tratadas com DNase | (Invitrogen, DNase | Amplification Grade, Ref.
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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 rea¢Oes de RT-gPCR e a
deteccdo de fluorescéncia foram realizadas no termociclador StepOne 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 ap6s 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, testou 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 concentracdes testadas avaliou-se a eficiéncia da amplificacéo,
falta de amplificacdo no controle negativo e analise da curva de melting. Depois de eleita a melhor
concentragdo 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 amplificagdo foi calculada pela equacdo: Eficiéncia = —1+
10(~1/inclinacao) Eoram consideradas validadas as curvas padrdo com eficiéncia entre 70 e 100% e
coeficiente de determinacdo da equacdo de regressdo (R?) > 0,88. Os genes enddogenos foram
validados e utilizados como housekeeping ap6s determinacdo da estabilidade de expressao por meio
do software geNorm (VANDESOMPELE et al., 2002). Apéds a validacdo, foram utilizados dois
genes enddgenos o RPS9 (ribosomal protein S9) e ACTB (beta-actin). A média geométrica da
abundancia de dois genes de referéncia foi usada para a normalizacdo da abundancia dos genes alvo.
No Experimento 1, os transcritos avaliados foram o gene marcador de qualidade embrionéria
especificamente de pluripoténcia celular OCT4 (POU class 5 homeobox 1); gene antioxidante
mitocondrial que protege as estruturas do estresse oxidativo SOD2 (superoxide dismutase 2) e gene

antioxidante celular que protege as estruturas do estresse oxidativo GPX1 (glutathione peroxidase
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1); gene pro-apoptoético ativador de apoptose BAX (BCL2 apoptosis regulator); além dos genes de

referéncia RPS9 (ribosomal protein S9) e ACTB (beta-actin). Também foram testados, mas nao

validados os genes CDX 2 (caudal type homeobox 2), TP53 (tumor protein p53), BCL2 (BCL2

apoptosis regulator) e CASP3 (caspase 3). As caracteristicas dos primers utilizados estdo

apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Nomenclatura, sequéncias forward (F) e reverse (R), funcdo, nimero GenBank e artigo

de referéncia dos oligonucleotideos iniciadores utilizados na avaliagdo 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 celular CINTRA et al., 2022
homeobox 1) R. ATGTGGCTAATTTGCTGCA
SOD2 (superoxide F. AGCACGAGCAGGAGACTGGT Antioxidante
CINTRA et al., 2022
dismutase 2) R. GACGTTGAGGTTGTTCACGTAG mitocondrial
GPX1 (glutathione F. GCAACCAGTTTGGGCATCA
Antioxidante celular NM_174076 ELIS etal. 2017
peroxidase 1) R. CTCGCACTTTTCGAAGAGCATA
F. TGTTTTCTGACGGCAACTTCA
BAX (BCL2 associated X) Pré-apoptotico CINTRA et al., 2022
R. CGAAGGAAGTCCAATGTCCAG
RPS9 (Ribosomal protein F. GAGCTGGGTTTGTCGCAAA
Gene de referéncia DT860044 HUGHES et al., 2017
S9) R. GGTCGAGGCGGGACTTCT
F.
BETTEGOWDA etal.,
ACTB (beta-actin) GGATGAGGCTCAGAGCAAGAGA Gene de referéncia NM_173979.3
2006

R. TCGTCCCAGTTGGTGACGAT

A Tabela 2 apresenta os dados de validacao dos oligonucleotideos iniciadores e da concentragdo das

amostras dos genes alvo e de referéncia para RT-qPCR de embrides bovinos no D9.
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Tabela 2. Dados de validacdo dos oligonucleotideos iniciadores e da concentracdo das amostras dos

genes alvo e de referéncia para RT-gPCR de embrifes bovinos aos 9 dias de desenvolvimento.

OCT4 (POU SOD2 GPX1 RPS9
BAX (BCL2 ACTB
Nomenclatura class 5 homeobox (superoxide (glutathione (ribosomal
associated X) (beta-actin)
1) dismutase 2) peroxidase 1) protein S9)
Classificagéo do Gene de Gene de
Gene alvo Gene alvo Gene alvo Gene alvo
gene referéncia referéncia
Concentragédo do
150 300 300 150 300 300
primer (nM)
Dilui¢do da amostra 1:20 1:20 1:20 1:20 1:20 1:20
Eficiéncia de
102,43 98,14 96,03 106,70 103,70 99,42
amplificacéo (%)
Coeficiente de
0,88 0,95 0,92 0,91 0,94 0,99
determinagéo (R?)
2.14. Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada por meio do software SAS (versdo 9.2, SAS Institute Inc., Cary,
NC, EUA), onde considerou-se a gota de cultivo como unidade experimental para os dados de taxa
de producdo embrionéria. Para a avaliacdo das taxas de desenvolvimento embrionario, os dados
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), seguida de execucdo de contrastes para
comparacgdo entre os grupos. Foram realizados os seguintes contrastes: (Grupo MIV 2D e CIV 2D
vs. Grupo MIV 2D e CIV 3D); (Grupo M1V 2D e CIV 2D vs. Grupo MIV 3D* e CIV 3D); (Grupo
MIV 2D e CIV 3D vs. Grupo MIV 3D* e CIV 3D); (Grupo MIV 3D e CIV 2D vs. Grupo MIV 3D
e CIV 3D vs. Grupo MIV 2D e CIV 3D) e (Grupo MIV 2D* e CIV 3D vs. Grupo MIV 3D* e CIV
3D). Os resultados das taxas de desenvolvimento embrionario estdo apresentados como média +
erro padrdo da média. A abundéncia dos transcritos foi analisada por ANOVA dutilizando o efeito
fixo do tratamento usando o PROC MIXED do SAS (versdo 9.2, SAS Institute Inc., Cary, NC,
EUA) considerando pools de trés embries como unidade experimental. Trés contrastes foram

aplicados no modelo estatistico: (Grupo MIV 2D e CIV 2D vs. Grupo MIV 3D* e CIV 3D); (Grupo
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MIV 3D e CIV 3D vs. Grupo MIV 3D* e CIV 3D) e (Grupo MIV 2D* e CIV 3D vs. Grupo MIV
3D* e CIV 3D). Os resultados estéo apresentados com media + erro padrdo da média. Para todas as
andlises, a significancia foi considerada quando P < 0,05 e tendéncia quando P > 0,05 e < 0,1.

3. RESULTADOS

3.1.Taxa de clivagem no D3

Conforme ilustrado na Figura 2, o grupo Grupo MIV 3D* e CIV 3D apresentou maior taxa de
clivagem quando comparado aos grupos MIV 2D e CIV 2D (91,8962 + 2,4754 vs. 76,2187 + 4,701
% respectivamente; P = 0,0300) e MIV 3D e CIV 3D (91,8962 + 2,4754 vs. 81,0325 + 3,8365 %

respectivamente; P = 0,0313).

MIV 3D* e CIV 3D+ H

MIv 20 e CIv 30| - | P =0,0813

MIV e CIV 3D H

MIv 2D e Civ 3D~

MIV 3D e CIV 2D- H

wiv e civ 2o- I}

I T T T T 1
0 20 40 60 80 100

Taxa de clivagem (%)

P = 0,0300

Figura 2. Efeitos da maturacdo in vitro (MIV) de complexos cumulus-o6cito bovinos nos sistemas
2D ou 3D (CellFate®) associados ou ndo a suplementacdo com 10 uM de melatonina (*) e posterior
cultivo in vitro (CIV) dos presumiveis embrides em sistema 3D (CellFate®) na taxa de clivagem
avaliada no D3 (DO = dia da fertilizacdo in vitro); valores apresentados na forma de média + erro

padrdo da média (EPM).
3.2.Producio de embrides no D7. Conforme ilustrado na Figura 3, o grupo MIV 3D* e CIV
3D aumentou a taxa de blastocisto inicial comparado ao grupo MIV 2D e CIV 2D (5,9950

+ 2,0601 vs. 0,7812 + 0,7812 % respectivamente; P = 0,0079). Houve uma tendéncia do
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grupo MIV 3D* e CIV 3D aumentar quando comparado ao MIV 3D e CIV 3D a taxa de

blastocisto intermediario (9,4262 + 2,1282 vs. 5,8950 £+ 1,5995 % respectivamente; P =

0,0961) e taxa de blastocisto geral (23,9562 + 4,1107 vs. 14,8450 = 1,9730 %; P = 0,0726).

MIV 3D*eCIV 3D T —— e
MIV 2D* e CIV 3D-
MIveclv3aD{____ |
MIV 2D e CIV 3D-
MIV3DeCIV 2D —

MIVeCIVZD-F—< -
———
0

P =0,0079

—TT—T—TrTrTTTTT
5 10 15

Taxa de blastocisto inicial (%)

MIV 3D* e CIV 3D —

miv 20+ e IV 3-[N
Mivecivap{____
MIV 2D e CIV 3D-
MIV3DeCIV 2D T

| L e e e e e e e ey s s e e e
0 5 10 15

Taxa de blastocisto expandido (%)

MIV 3D* e CIV 3D —

MIV 2D* e CIV 3Dl
MIV e CIV 3D —

MIV 2D e CIV 3D

MIV 3D e CIV 2D —

MIV e CIV 2D-—<

r T T T 1
0 2 4 6 8

Taxa de blastocisto intermediario (%6)

MIV 3D* e CIV 3D —

v 20+ ¢ civ ao-
MIV e CIV 3D I—l
v 20 ¢ civ ap- I}

MIV 3D e CIV 2D —

Taxa de blastocisto geral (%)

Figura 3. Efeitos da utilizacdo do sistema 3D CellFate® na maturacdo (MIV) e/ou cultivo in vitro

(CIV) de embrides, bem como a suplementagdo com 10 uM de melatonina (*) no meio de maturagéo

in vitro (24 horas) de complexos cumulus-o0cito bovinos sobre a taxa de blastocisto inicial, taxa de

blastocisto intermediario (embribes entre os estagios de blastocisto inicial e blastocisto expandido),

taxa de blastocisto expandido e taxa de blastocisto geral (todos os estagios de blastocisto) no D7

(DO = dia da fertilizacdo in vitro); valores apresentados na forma de média + erro padrdo da média.

3.3.Producio de embrides no D9

Conforme ilustrado na Figura 4, o grupo MIV 3D* e CIV 3D apresentou maior taxa de blastocisto

expandido comparado ao grupo MIV 3D e CIV 3D (12,1612 + 3,2612 vs. 3,9412 + 1,2213 %
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respectivamente; P = 0,0491). O grupo MIV 3D* e CIV 3D apresentou maior taxa de blastocisto
geral comparado aos grupos MIV 2D e CIV 2D (30,4300 * 5,3459 vs.18,4000 + 3,8324 %
respectivamente; P = 0,0160) e MIV 3D e CIV 3D (30,4300 + 5,3459 vs. 3,9412 £+ 1,2213 %
respectivamente; P = 0,0193). Houve uma tendéncia do grupo MIV 3D e CIV 3D apresentar maior
taxa de blastocisto intermediario quando comparado ao sistema MIV 2D e CIV 2D (3,2575 + 1,3531
vs. 1,1937 £ 0,7826 % respectivamente; P = 0,0889). Houve uma tendéncia do grupo MIV 3D* e
CIV 3D apresentar maior taxa de blastocisto eclodido quando comparado ao grupo M1V 3D e CIV

3D (9,1975 + 2,6575 vs. 4,4800 + 1,0697 % respectivamente; P = 0,0640).
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Figura 4. Efeitos da utilizacdo do sistema 3D CellFate® na maturacdo (MIV) e/ou cultivo in vitro
(CIV) de embrides, bem como a suplementagdo com 10 uM de melatonina (*) no meio de maturagéo
in vitro (24 horas) de complexos cumulus-o0cito bovinos sobre a taxa de blastocisto intermediario
(embrides entre os estagios de blastocisto inicial e blastocisto expandido), taxa de blastocisto
expandido, taxa de blastocisto eclodido, taxa de blastocisto degenerado e taxa de blastocisto geral
(todos os estagios de blastocisto) no D9 (DO = dia da fertilizacdo in vitro); valores apresentados na

forma de média + erro padrdo da média.

3.4.Expressao génica dos embrides no D9

Conforme ilustrado na Figura 5, os transcritos dos genes OCT4, SOD2, GPX1 e BAX nédo

apresentaram diferenca estatistica entre 0s grupos.
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Figura 5. Efeitos da utilizacdo do sistema 3D CellFate® na maturacdo (MIV) ou cultivo in vitro
(CIV), bem como a suplementacdo com 10 UM de melatonina (*) no meio de maturacéo in vitro (24
horas) de complexos cumulus-odcito bovinos sobre a expressao OCT4, SOD2, GPX1 e BAX em
blastocistos eclodidos no D9 (DO = dia da fertilizacdo in vitro) avaliados por RT-gPCR; valores

apresentados na forma de média + erro padrao.
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4. DISCUSSAO

Esta é a primeira vez que o sistema 3D baseado em nanocelulose bacteriana denominado CellFate®,
desenvolvido para o cultivo celular, é utilizado na PIVE. Associamos esse sistema a 10 pM (10°
M) de melatonina na maturacao in vitro de odcitos bovinos. A concentracdo de 10 uM e 0 momento
da utilizacdo de melatonina (MIV) foram determinados com base no estudo apresentado no Capitulo
2 desta tese.

Os sistemas 3D surgem como ferramenta para contornar as limitagdes do cultivo 2D, tido como
convencional, no que diz respeito a caréncia de estimulos presentes in vivo. Dentre os tratamentos
avaliados, o grupo MIV 3D* e CIV 3D apresentou resultados promissores, como maior taxa de
clivagem (vs. MIV e CIV 2D e vs. MIV e CIV 3D), maior taxa de blastocisto inicial em D7 (vs.
MIV e CIV 2D), maior taxa de blastocisto expandido em D9 (vs. MIV e CIV 2D) e maior taxa de
blastocisto geral em D9. Acreditamos os valores positivos encontrados resultaram de dois fatores
principais: a) o sistema 3D CellFate® e b) a utilizacdo de melatonina na MIV. O sistema 3D
CellFate® é formado por nanocelulose bacteriana e apresenta propriedades mecanicas semelhantes
a matriz extracelular. Assim, considerando que o desenvolvimento embrionario inicial ocorre na
superficie do oviduto com deslocamento para a cavidade endometrial (KOLLE; HUGHES;
STEELE, 2020), o mimetismo da forca mecanica da matriz extracelular em condigdes in vitro pode
favorecer o desenvolvimento embrionario em condicGes laboratoriais. Além disso, a porosidade
desse sistema permite que o0 meio de cultivo chegue até a estrutura cultivada em toda a superficie, o
que inclui a area inferior que, em sistema 2D convencional, ficaria em contato direto com a placa
de cultivo. Essa propriedade permite a difusdo de moléculas presentes no meio de cultivo até a
estrutura cultivada de forma mais eficiente que no sistema 2D convencional. Para explorar essa
caracteristica, inserimos a melatonina no meio de cultivo, uma vez que essa molécula tem
apresentado resultados promissores em estudos reprodutivos conduzidos in vitro em diferentes

espécies, como aumento nas taxas de clivagem em odcitos suinos na concentracdo de 10~ M; maior
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taxa de maturacdo oocitaria, fertilizacéo e clivagem em camelo dromedario (Camelus dromedarius)
na concentracdo de 25 uM (FATHI et al., 2021) e melhora na taxa de fertilizagdo em bufalos
(Bubalus bubalis) na concentragido de 250 uM (NAGINA et al., 2016).

A acdo positiva da melatonina nas taxas de desenvolvimento embrionario é muitas vezes relacionada
com a capacidade de atenuacdo de EROs por meio do aumento na expressdo de transcritos que
codificam enzimas antioxidantes como SOD e GPX (TATEMOTO et al., 2004; WANG et al.,
2014). Contudo, néo identificamos diferencas significativas na expressdao de SOD2 e GPX1 em
nosso estudo, indicando que os resultados positivos observados na presenca de melatonina podem
estar relacionados com a atenuacéo direta de EROs, outro beneficio proporcionado pela melatonina
(TAN et al., 2007).

Conhecer os mecanismos pelos quais a melatonina exerce suas fungdes consiste em um grande
desafio, pois trata-se de uma molécula capaz de ativar diversas vias. Dentro do contexto da PIVE,
além de seus efeitos sobre as EROs, a melatonina pode ativar receptores acoplados a proteina G
MT1 e MT2, responsaveis por regular o crescimento de odcitos (YONG et al., 2021). Os receptores
para a melatonina, além de estarem presentes em odcitos, ja foram identificados em células do
cumulus e células da granulosa em diversas espécies (SOTO-HERAS et al., 2018; TAMURA et al.,
2014; TIAN et al., 2014). Nesse sentido, e com base em um estudo prévio, utilizamos melatonina
exclusivamente em complexos cumulus-o0cito, condi¢do que, em sinergia com o sistema 3D
CellFate®, proporcionou resultados positivos na PIVE.

Em nosso estudo, no D7, apenas a taxa de blastocisto inicial foi melhorada (vs. MIV e CIV 2D)
quando o sistema 3D CellFate® em combinacdo com a melatonina foi utilizado (MIV 3D* e CIV
3D), embora a taxa de blastocisto geral seja frequentemente melhorada pelo uso da melatonina na
MIV de odcitos em camundongos (BAHADORI et al., 2013; HE et al., 2016), suinos (LI et al.,

2015) e bovinos (CEBRIAN-SERRANO et al., 2013).
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Em relacdo a taxa de blastocisto geral em D9, quando realizamos a adi¢do de melatonina na MIV
em sistema 2D e posterior cultivo em sistema 3D CellFate® (MIV 2D* e CIV 3D), observamos
efeitos semelhantes a utilizacdo do sistema 3D CellFate® na MIV e CIV com adigdo de melatonina
na MIV (MIV 3D* e CIV 3D) e utilizacdo do sistema 3D CellFate® apenas na MIV (MIV 3D e
CIV 2D). Isso da indicios de que uma parte importante dos efeitos positivos observados nesse estudo
estdo ligados principalmente a MIV. Isso pode ser explicado, em parte, pelo processo de obtencdo
de odcitos e pelo papel na melatonina enddgena, presente no fluido folicular. A aspiracdo folicular
tem grande potencial estressor dos odcitos, pois eles sdo retirados do interior do foliculo antes do
término de seu desenvolvimento e sdo expostos a condi¢des ndo fisiologicas, tais como atmosfera
ambiente, meios de cultivo e manipulacdo exercida durante a execucdo da PIVE, condi¢des que
podem reduzir a viabilidade dos gametas. Além disso, a melatonina esta presente naturalmente no
interior de foliculos ovarianos bovinos na concentragdo de 10t M (TIAN et al., 2014) e, portanto,
fica claro que essa molécula é necessaria no contexto da maturacdo oocitaria, exercendo efeitos por
multiplos mecanismos que se complementam e conduzem ao aumento da eficiéncia na fertilizacao
oocitaria, traduzida no aumento da taxa de maturagéo oocitaria e clivagem embrionaria.

Outros efeitos da melatonina estdo relacionados com a modulagdo da fungcdo mitocondrial (MOU et
al., 2022) e metilacdo do DNA (SHI et al., 2022), expansdo das celulas do cumulus (ZHU et al.,
2021) e acetilacdo de histonas (LI et al., 2020), contudo, o impacto dessas vias no presente estudo
ndo é conhecido.

A utilizacdo do sistema 3D CellFate® na MIV e CIV (MIV e CIV 3D), bem como exclusivamente
no CIV (MIV 2D e CIV 3D) nédo proporcionaram melhores taxas de desenvolvimento embrionario.
Esse achado também reforca que os resultados positivos estdo relacionados com o aumento na
competéncia dos odcitos. Os motivos pelos quais isso acontece ndo estdo claros. Investigacoes

futuras dos niveis de EROs, antioxidante glutationa e expressdo de genes marcadores de qualidade
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em odcitos e células do cumulus podem trazer novos esclarecimentos acerca das vias metabdlicas
impactadas na MIV.

Além das taxas de desenvolvimento embrionario, investigamos o impacto dos tratamentos propostos
sobre a expressdo dos transcritos OCT4 (POU class 5 homeobox 1), marcador de qualidade
embrionaria, SOD2 (superoxide dismutase 2) e GPX1 (glutathione peroxidase 1) protetores contra
0 estresse oxidativo e BAX (BCL2 associated X) ativador da apoptose. Os grupos de tratamento
propostos no presente estudo ndo induziram expressdo aberrante de OCT4, indicando a manutengéo
do potencial de pluripoténcia embrionaria. A expressdo aberrante de OCT4 no decorrer do
desenvolvimento embrionario inicial, gestacdo e parto comumente implica em perda embrionaria e
a chamada sindrome da prole anormal (RODRGUEZ-ALVAREZ et al., 2010). Remi&o et al. (2016)
também néo identificaram expresséo aberrante de OCT4 em embrides bovinos derivados de odcitos
suplementados com melatonina.

A melatonina é relatada como capaz de regular positivamente GPX1 (REMIAO et al., 2016) e
SOD2 (REMIAO et al., 2016; RODRIGUES-CUNHA et al., 2016), e, negativamente, BAX
(KOMNINOU et al., 2016; REMIAO et al., 2016) em embrides bovinos, sendo esses efeitos
desejaveis pela protecéo proporcionada pelas enzimas codificadas por GPX1 e SOD2, bem como a
ndo ativacdo da apoptose por meio de BAX. Contudo, nenhum dos transcritos investigados foi
diferencialmente expresso apds a utilizacdo do sistema 3D CellFate® associado ou ndo com a
melatonina na MIV. A auséncia de efeitos na expressdo génica do pressente estudo pode ser
decorrente do nimero limitado de pools avaliados que variou de trés a quatro para cada grupo. Além
disso, 0 numero baixo de embriGes por pool (trés), pode ter contribuido para os resultados

observados.
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5. CONCLUSAO

Em conclusdo, a PIVE em sistema 3D CellFate® associado com a melatonina na MIV, bem como
a utilizacéo do sistema 3D CellFate® isoladamente na MIV, resultam em melhor taxa de blastocisto
geral no D9, sem alterar a expressao dos transcritos OCT4, GPX1, SOD2 e BAX em embrides

bovinos.
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