", | UNIVERSIDADE

? == | ESTADUAL DO
4. | MARANHAO

UNIVERSIDADE ESTADUAL DO MARANHAO
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
CURSO DE MEDICINA VETERINARIA

BRENDA KARINE LIMA DO AMARAL

ADICAO DA MELATONINA EM DIFERENTES CONCENTRACOES SOBRE
A PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES BOVINOS

Sao Luis - MA
2017



: == ¢ | ESTADUAL DO
4: | MARANHAO

#EE=" | UNIVERSIDADE

BRENDA KARINE LIMA DO AMARAL

ADICAO DA MELATONINA EM DIFERENTES CONCENTRACOES SOBRE
A PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES BOVINOS

Monografia apresentada ao curso de Medicina
Veterindria da Universidade Estadual do Maranhao para
a obtengdo do grau de bacharel em Medicina Veterindria.

Orientador: Prof. Dr. Felipe de Jesus Moraes Jinior

Sao Luis- MA
2017



Amaral, Brenda Karine Lima do.

Adigcao da melatonina em diferentes concentragdes sobre produgéo in vitro
de embriées bovinos / Brenda Karine Lima do Amaral - S&o Luis, 2017.
46f.

Monografia (Graduagdo) — Curso de Medicina Veterinaria, Universidade
Estadual do Maranhdo - UEMA, 2017.

Orientador: Prof. Dr. Felipe de Jesus Moraes Junior

1. Bovinos 2. Melatonina 3. Produgao in vitro I. Titulo

CDU 636.2:591.3




SIS, | UNIVERSIDADE
‘&= ?| ESTADUAL DO
J¥e | MARANHAO

BRENDA KARINE LIMA DO AMARAL

ADICAO DA MELATONINA EM DIFERENTES CONCENTRACOES SOBRE
A PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES BOVINOS

Monografia apresentada ao curso de Medicina
Veterindria da Universidade Estadual do Maranhdo para
a obtengdo do grau de bacharel em Medicina Veterindria.

Aprovada em: / /

BANCA EXAMINADORA

Breno Glaessner Gomes Fernandes de Souza
Mestrando em Ciéncia Animal
1° Membro

Higor da Silva Ferreira
Mestrando em Ciéncia Animal
2° Membro

Prof. Dr. Felipe de Jesus Moraes Jiinior
Doutor em Reproduc¢ido Animal - UFPI
Orientador



AGRADECIMENTOS

Agradeco, primeiramente a Deus que sem Ele ndo poderia ter chegado até aqui, sem Sua
grandiosa sabedoria, ndo apenas neste periodo, mas em todos os momentos da minha vida.
Assim como aos meus pais, Joseline Cunha Lima e Luiz Claddio Ferreira do Amaral, que sou
grata por todos os ensinamentos, pelo amor, pela luta e incentivo para me tornar tudo que sou
hoje, eles s@o e serdo sempre 0os meus maiores exemplos. Agradeco a minha tia e segunda mae
Raquel Cunha Lima Corréa e seu marido Romerson Vinicius Moraes Corréa por todo apoio e
carinho, as minhas avés Joana Corréa Cunha Lima e Alderes Ferreira do Amaral (in memorian)
por todo carinho e amparo quando precisei, aos meus irmaos Luis Henrique Lima do Amaral e
Deucerli Ramos por todos momentos de companhia e risadas. Essa vitoria também € de voces.
Eu amo vocés imensamente!

Agradeco a Universidade Estadual do Maranhao e todo seu corpo docente pelos anos de
aprendizado e minha formacao académica.

Gostaria de agradecer ao Laboratorio de Reproducdo Animal - LABRA representado
pelo professor Dr. Ricardo de Macédo Chaves por contribuir imensamente no conhecimento
adquirido durante a minha formacdo. Assim como a sua disponibilizacdo do espago para
realizacdo do trabalho. Agradeco ainda a todos componentes do LABRA, em especial, Luciana,
Hallef, Sérgio, Breno, Felipe Lucas, Alan pela disponibilidade na realizacdo do experimento
proposto.

Agradeco ao meu orientador Felipe de Jesus Moraes Junior, por conceder seu tempo,
seus ensinamentos, sua confianca e acolhimento para realizarmos este trabalho.

Agradeco ao Prof. Dr. Ricardo de Macédo Chaves e ao Mestrando Higor da Silva
Ferreira por aceitarem o convite para compor a Banca Examinadora.

Agradeco a todos os meus amigos, Marcella Matos Pereira Coelho, Alcindo Torquato
Sousa Neto, Joanna Jessica Sousa Albuquerque, Danielle Ferreira dos Santos, Milena Silva
Lemos, Clarissa Costa Durdes, Lorena Santos Rodrigues de Aradjo, Samuel Lemos, Douglas
Marinho Abreu, por toda amizade e apoio ao longo desses anos, vocés foram fundamentais para
tornar os dias mais alegres, mesmo diante de tantas dificuldades. Eu amo voces.

Agradeco a todos os animais, em especial aos meus cachorros José¢, Dobby (in
memorian) e Fofucha (in memorian), por me ensinarem sobre amor e despertarem e 'm 0
orgulho pela Veterindria.

E por fim, agradeco todos as pessoas que contribuiram direta e indiretamente para

realizacdo deste trabalho.



“So é digno da liberdade, como da vida, aquele que se empenha em conquista-la”

Johann Goethe



RESUMO

Este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da melatonina sobre aspectos
morfoldgicos da maturagdo dos complexos cumulus-oocito (CCOs) e na producdo in vitro de
embrides bovinos. O experimento foi conduzido no Laboratério de Reproducdo Animal da
Universidade Estadual do Maranhao. Foram utilizados cerca de 100 CCOs vidveis que foram
distribuidos entre os tratamentos 0, 10!, 1073 e 107 uM de Melatonina. O experimento foi
dividido em duas fases, onde a primeira avaliou o efeito de diferentes concentracdes de
melatonina (tratamentos) sobre a taxa de maturacdo dos CCOs, e a segunda verificou o efeito
dos tratamentos com melatonina sobre a produc¢do in vitro de embrides bovinos. Os CCOs
foram classificados de acordo com a qualidade morfolégica em Graus I, II, III e IV. O
delineamento foi inteiramente ao acaso com quatro tratamentos em 100 repeticdes e as varidveis
estudadas foram comparadas pelo teste do 2, para P < 0,05. Na primeira fase a taxa de
maturagdo dos CCOs cultivados in vitro ndo houve diferenca entre os tratamentos (P<0,05). Na
segunda fase a taxa de clivagem e desenvolvimento embriondrio ndo houve diferenga entre os
tratamentos (P<0,05). Entretanto, quanto a taxa de blastocisto, o grupo tratado com melatonina
na concentracdo 10~ uM foi estatisticamente superior (P<0,05) aos demais grupos em estudo.
Dessa forma, a suplementacdo da melatonina no meio de maturagdo in vitro ndo evidenciou
melhoras na taxa de maturacdo dos CCOs cultivados assim como da mesma forma nao
evidenciou melhoras na taxa de clivagem e desenvolvimento embriondrio, entretanto mostrou-

se eficiente na producao de blastocistos de embrides produzidos in vitro.

Palavras-chave: bovinos; melatonina; produgdo in vitro



ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effects of melatonin on morphological
aspects of cumulus-oocyte complexes (CCOs) and in vitro production of bovine embryos. The
experiment was conducted at the Animal Reproduction Laboratory of the State University of
Maranhao. About 100 viable CCOs were used which were distributed between 0, 107!, 10 and
10 uM Melatonin treatments. The experiment was divided in two phases, where the first one
evaluated the effect of different concentrations of melatonin (treatments) on the maturation rate
of the CCOs and the second, the effect of the treatments with melatonin on the in vitro
production of bovine embryos. The CCOs were classified according to morphological quality
in degrees I, II, III and IV. The design was completely by chance with four treatments in 100
replicates and the variables studied were compared by the 2 test, for P <0.05. In the first phase,
the in vitro cultivated CCO maturation rate showed no difference between the treatments (P
<0.05). In the second phase the rate of cleavage and embryonic development did not differ
between treatments (P <0.05). However, for the blastocyst rate, the group treated with
melatonin in the 10 pM concentration was statistically superior (P <0.05) to the other groups
under study. Thus, the in vitro maturation of melatonin did not show improvement in the
maturation rate of in vitro cultured CCO, as it did not show improvement in the rate of embryo
development and cleavage, but was efficient in the production of blastocysts of embryos
produced in vitro.

Keywords: cattle; melatonin; in vitro production
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1. INTRODUCAO

A produgdo de embrides bovinos no Brasil tem aumentado significativamente na ultima
década. Segundo a Sociedade Brasileira de Tecnologia de Embrides (SBTE), este aumento esta
diretamente relacionado com o desenvolvimento da producdo in vitro destes embrides
(LOIOLA, 2013).

A produgdo in vitro (PIV) € uma técnica desenvolvida rotineiramente em laboratdrios
de pesquisas e comerciais e envolve uma série de etapas como a obtencao, selecdo e maturagcao
de odcitos e fecundagdo in vitro (FIV). Estes embrides sdo desenvolvidos até o estdgio de
blastocisto para em seguida serem transferidos as receptoras sincronizadas ou congelados para
transferéncias futuras (VARAGO et al., 2008).

A maturacdo in vitro (MIV) € a etapa inicial da PIV na qual os odcitos sdo maturados
na auséncia de fatores origindrios do ovdrio e do organismo. A MIV envolve a remog¢do dos
complexos cumulus-oocitos (CCOs) dos foliculos antrais seguido do cultivo de células
previamente selecionadas durante 24 a 48 horas (CUNHA, 2014). A qualidade e a integridade
dos CCOs influencia o sucesso da fertilizacdo in vitro, assim como a competéncia do
desenvolvimento até o estadio de embrido (TAKADA, 2008).

Desta forma tanto os CCOs quanto os embrides sdo extremamente sensiveis a todas as
mudancas que ocorrem no meio em que estdo expostos, podendo comprometer a eficiéncia da
biotécnica (NIEMANN e WRENZYCKI, 2000; DURANTHON et al., 2008). Foi observado
que a inadequada maturacdo do odcito reflete em taxas reduzidas de fecundacdo e menor
desenvolvimento embrionario (CHAVES, 2010). Assim, o estresse oxidativo atua como um
dos fatores que prejudica o desenvolvimento in vitro dos CCOs até a fase de blastocisto.

O desequilibrio entre as espécies reativas de oxigénio (EROS) e os agentes antioxidantes
€ denominado estresse oxidativo ou desequilibrio redox. Durante o processo de ovulagdo sao
produzidas no interior dos foliculos espécies reativas de oxigénio, formadas como consequéncia
de reacdes bioquimicas oxidativas e de fatores externos (PAPIS et al., 2007). No entanto, uma
quantidade excessiva de EROS causa estresse oxidativo e pode danificar o odcito e as células
da granulosa. Por outro lado, os sistemas de defesa antioxidantes, tais como a superdxido
dismutase (SOD) e a glutationa (GSH), responsdveis pela defesa natural e presentes dentro dos
foliculos, encarregam-se do equilibrio entre as EROS e os antioxidantes (TAMURA et al.,

2012).

O estresse oxidativo possui efeito téxico direto nas células, podendo levar a peroxidacao

lipidica de membrana, oxidac¢do de proteinas, danos ao DNA e inducdo da apoptose (TAMURA
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et al., 2013; CRUZ et al., 2014 a, b; ZHANG et al., 2013). Durante a MIV o odcito é mais
suscetivel ao estresse oxidativo, devido a reduzida defesa antioxidante, prejudicando o
desenvolvimento embrionario (TAKAHASHI, 2012; ZHANG et al., 2013).

Nesse contexto a melatonina (N-acetil-5-metoxi triptamina) produzida a partir do
triptofano na glandula pineal, de maneira circadiana em mamiferos, pode ser utilizada como
uma alternativa para a PIV (REITER et al., 2009; KUMAR 2015; TIAN et al., 2014). A
melatonina pode funcionar como um antioxidante, visto sua atuacao citoprotetora (antioxidante
e antiapoptética) contra radicais livres e sua natureza anfifilica (hidrofilica e hidrofébica), uma
vez que lhe permite atravessar facilmente a barreira morfofisioldgica de todo organismo,
protegendo as células do estresse oxidativo em ambos os ambientes celulares (lipidicos e
aquosos) (REITER, 2000).

Contudo, seus efeitos ainda sao desconhecidos em meios de maturacao para a producdo
in vitro de embrides em espécies ndo sazonais como os bovinos. Assim, o estudo do papel que
a melatonina desempenha em odcitos bovinos durante a maturagcdo in vitro, possibilitard a
obtenc¢do de conhecimento que contribuird para o desenvolvimento de protocolos adequados na

producdo in vitro.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral
* Avaliar os efeitos da melatonina sobre aspectos morfolégicos da maturagdo dos

complexos cumulus-oocito (CCOs) e na produgdo in vitro de embrides bovinos.

2.2. Objetivos Especificos

* Quantificar os complexos cumulus-oocito (CCOs) de acordo com sua qualidade

morfoldgica;

» Avaliar o efeito de diferentes concentracdes de melatonina, sobre a taxa de

maturagdo dos complexos cumulus-oocito (CCOs) cultivados in vitro;

» Analisar a taxa de clivagem em diferentes concentra¢des de melatonina;
e Analisar a taxa de blastocistos em diferentes concentra¢des de melatonina;

eVerificar a influéncia da melatonina sobre o desenvolvimento embrionario na

producdo in vitro de embrides bovinos.
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3. REVISAO DE LITERATURA
3.1. Fisiologia em fémeas bovinos

3.1.1. Oogénese

O processo de desenvolvimento dos odcitos é denominado de oogénese e tem inicio
durante a vida fetal. As células germinativas primordiais se originam do endoderma do saco
vitelino primitivo, migram para a crista genital e colonizam a gonada ainda indiferenciada, onde
recebem a denominacdo de oogonias e comegam a multiplicar-se por divisdes mitdticas (VAN
DEN HURK et al, 1997). Ao final da proliferacdo mitética as oogbnias entram em meiose €
diferenciam-se em odcitos (HIRSHFIELD, 1991), dentre os quais, alguns j4 iniciam a primeira
profase meidtica, passando entdo pelos estadios de leptéteno, zigdteno, paquiteno e dipléteno.
Neste ultimo estddio, o odcito organiza seu nucleo em vesicula germinativa (VG),
caracterizando o primeiro bloqueio da meiose. O nucleo do odcito permanecerd nesse estadio
até que o animal atinja a puberdade (RICHARDS, 1980).

Quando o animal atinge a puberdade, devido a liberacdo da onda pré-ovulatéria de
hormonio luteinizante (LH), algumas horas antes da ovulagdo a meiose € retomada e o nucleo
oocitdrio entra em diacenese. Nesse momento se inicia 0 processo de rompimento da VG,
seguida das fases de metafase I, andfase I, tel6fase I, quando entdo ocorre a expulsdo do
primeiro corpusculo polar, resultando na formagdo do odcito secundério. Sendo caracterizada
por uma progressao até a metdfase 11, quando ocorre o segundo bloqueio da meiose. O odcito
retornard a meiose somente se houver penetracao espermatica (FIGUEIREDO et al., 2002). O
processo de divisdo meidtica em bovinos se inicia aos 75-80 dias de gestacdao (PICTON, 2001).

3.1.2. Foliculogénese

A foliculogénese é o processo pelo qual os foliculos crescem, amadurecem e
eventualmente sdo selecionados para ovulacdo (WEBB et al., 1999). O foliculo é uma das
unidades funcionais do ovdrio, responsadvel pela producdo de horm6nios como o hormodnio
foliculo- estimulante (FSH), LH e estradiol, e com fun¢do de favorecer um microambiente para
o crescimento do odcito (GORDON, 1994). Trata-se de uma estrutura bastante complexa,
composta por célula germinal e tipos distintos de células somaticas, mantendo uma intima
associacdo durante todo o desenvolvimento primordial até os estigios pré-ovulatérios (DE
LOOS et al., 1991).

A foliculogénese nas vacas é caracterizada por ondas de desenvolvimento folicular
(ALMEIDA, 1998). Cada onda de crescimento folicular é caracterizada por um grupo de
pequenos foliculos que sdo recrutados e iniciam uma fase de crescimento comum por cerca de

trés dias, apenas um dos foliculos recrutados continua seu desenvolvimento, enquanto que os
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outros sofrem decréscimo de tamanho, estabelecendo-se o fendmeno da divergéncia folicular
(BARUSELLI et al., 2007), sendo que cada onda de crescimento folicular € dividida em quatro
fases: emergéncia, selecdo, dominincia e atresia ou ovulacdo (REIS, 2005).

Segundo Figueiredo et al (1997) ha varia¢cdes no niimero de ondas foliculares entre os
animais de mesma raca e até mesmo no proprio animal, podendo ocorrer até trés ou quatro
ondas foliculares. Em bovinos esse nimero varia de duas a trés ondas foliculares por ciclo
(SIROIS & FORTUNE, 1988; OLIVEIRA, 1997; BORGES, 1999).

Estes foliculos na espécie bovina crescem até alcancarem 8-9 mm de tamanho, momento
em que apenas um foliculo, o foliculo dominante, continua seu crescimento enquanto que 0s
demais cessam seu crescimento e regridem por atresia (SAVIO, et al., 1988). O odcito sofre
significantes modulag¢des quando estd incluso no foliculo dominante, especialmente em relacao
a sua ultraestrutura e atividades funcionais, as quais atribuem ao foliculo o desempenho de
papel fundamental na aquisi¢ao de plena competéncia do desenvolvimento do odcito, uma vez
que ele o atinge sua capacitacdo oocitdria (HYTTEL et al., 1997).

3.2. Producao in vitro (PIV)

3.2.1. Conceito

A producdo in vitro (PIV) de embrides € uma importante biotécnica reprodutiva que
permite a interacdo entre o espermatozoide e o odcito fora do trato reprodutivo da fémea, com
a formag¢do de um novo individuo. O processo envolve as etapas de coleta dos odcitos,
maturagdo in vitro (MIV), fecundagdo in vitro (FIV) e o cultivo ou co-cultivo in vitro (CIV) de
zigotos e de embrides fora do utero animal (GONCALVES et al., 2008).

O principal objetivo da PIV consiste na obtengdo de embrides vidveis a partir de fémeas
sauddveis de alto valor genético, e também aquelas que ndo estdo mais aptas a produzirem
descendentes por técnicas convencionais. Além disso, fémeas a partir dos seis meses de idade,
gestantes até o terceiro més ou no periodo pds-parto podem ser usadas como doadoras de
odcitos na PIV. Outra vantagem estd no fato de que nao é necessério o uso de hormonios para
a recuperagdo dos odcitos, aumentando a vida reprodutiva das doadoras e diminuindo o
intervalo de produ¢do dos embrides. Esta biotécnica permite a utilizacdo de touros diferentes
para doadoras individuais e viabiliza o emprego do sémen sexado (BRACKETT e ZUELKE,
1993; SANTL et al., 1998; BUENO e BELTRAN, 2008).

3.2.2. Etapas da Producio in vitro

3.2.2.1. Coleta de odcitos e Classificacao de Complexo cumulus- oocitos

A coleta de odcitos para a producgdo in vitro de embrides pode ser feita post mortem, a

partir da puncdo folicular de ovérios obtidos de abatedouro, e in vivo por laparotomia,
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laparoscopia via flanco ou vaginal e pela técnica da aspiragao folicular transvaginal guiada por
ultrassom — Ovum Pick Up (OPU) (VARAGO et al., 2008). Sabe-se que a eficiéncia do
procedimento de aspiracdo folicular transvaginal estd relacionada a metodologia utilizada,
interferindo na quantidade e morfologia do complexo cumulus-oocito (CCOs) recuperado, e
consequentemente na competéncia para o desenvolvimento in vitro (GIBBONS et al., 1994;
GARCIA et al., 2004).

As células da granulosa que envolve e circundam o odcito ddao origem ao cumulus
oophorus. A camada de células que cobre diretamente o odcito é chamada de corona radiata.
Estas células estdo conectadas com oolema por filamentos citoplasmdticos que penetram na
zona peldcida. O odcito também coordena o desenvolvimento e a diferenciacdo das células da
granulosa no complexo cumulus- odcito através de uma regulagdo bidirecional que € necessaria
tanto para o desenvolvimento do foliculo como para o odcito (EPPIG, 2001).

De acordo com Leibfried e First, (1979), os CCOs sao classificados de acordo com a
qualidade morfolégica em Grau I, 11, III, IV e Degenerados/ Expandidos, onde Grau I apresenta
o cumulus compacto, contendo mais de trés camadas de células, com ooplasma apresentando
granulacdes finas e homogéneas, preenchendo o interior da zona pelucida e de coloracao
marrom; Grau II também apresenta cumulus compacto, parcialmente presente em volta do
odcito ou rodeando completamente o odcito, com menos de trés camadas celulares, ooplasma
com granulagdes distribuidas heterogeneamente, podendo estar mais concentradas no centro e
mais claras na periferia ou condensadas em um s6 local aparentando uma mancha escura. O
ooplasma preenche o espaco do interior da zona pelicida; Grau III apresenta cumulus presente,
mas expandido, ooplasma contraido com espaco entre a membrana celular e a zona pelicida,
preenchendo irregularmente o espaco perivitelinico, degenerando, vacuolizando ou
fragmentando e Grau IV o odcito encontra-se desnudo (sem células do cumulus).

Apoés a recuperagdo dos CCOs, os trés processos bioldgicos subsequentes que
ocorreriam in vivo sdo realizados no laboratorio e compreendem as etapas de maturagdo,
fecundacdo e cultivo embriondrio in vitro (VARAGO et al., 2008).

3.2.2.2. Maturacio in vitro (MIV)

A maturagdo envolve uma série de mudancas no citoplasma e no nicleo do odcito, para
que este possa ser fecundado e, posteriormente, possa se desenvolver até o estddio de
blastocisto. Durante todo o seu desenvolvimento, o odcito se encontra no estadio dipléteno da
profase I ou estadio de vesicula germinativa. O reinicio da meiose ou maturagdo nuclear in vivo
ocorre ap0s o pico pré-ovulatério de LH durante o estro, o que ocorreria naturalmente com a

ovulacgdo, sabendo-se que a retirada do contato entre o odcito e as células foliculares € o fator
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primordial para dar inicio ao processo de maturacdo nuclear. Desse modo, observa-se que a
maturacdo nuclear do odcito compreende a progressdo do estidio de dipléteno da préfase
(meiose I) até a fase de metafase (meiose II) (LONERGAN et al., 1994; GONCALVES et al.,
2007; VARAGO et al., 2008).

A eficiéncia dessa tecnologia é limitada por fatores intrinsecos do odcito, no que se
refere ao estado bioquimico e molecular do odcito maturado em tornar-se potencialmente
competente para a fertilizacdo normal e para o desenvolvimento embriondrio. Também ha
limitagdes na compreensao dos exatos constituintes oocitarios relacionados a aquisicdo de sua
competéncia, dentre eles, o papel que o ambiente folicular em torno do odcito exerce no
progresso do desenvolvimento competente (GILCHRIST e THOMPSON, 2008).

Existem diversos sistemas de maturagcdo para a PIV de embrides bovinos. Até os dias
atuais, diferentes meios e protocolos vém sendo estudados e testados na maturacao dos odcitos
in vitro, tais como o Synthetic Oviductal Fluid - SOF, Ham’s F-12 e o Tissue Culture Medium
199 (TCM 199®). Desses sistemas, o meio de cultivo TCM199® € o mais difundido entre os
laboratdrios de producdo in vitro, sendo geralmente, suplementado com soro fetal bovino
(SFB), aminoacidos como L-glutamina, bicarbonato de sddio, hormonio foliculo- estimulante
(FSH), LH, estradiol-17p, piruvato de sédio, lactato, vitaminas e antibiéticos (GANDHI et al.,
2000; SMETANINA et al., 2000). Além do meio, torna-se necessdria a presenca de uma estufa
que mantenha uma atmosfera gasosa e temperatura controlada e adequada, sendo que o periodo
de maturacio varia de 18 a 24 horas em atmosfera controlada contendo 5% de CO? em ar e
umidade saturada (GONCALVES et al., 2007; VARAGO et al., 2008).

Durante o processo de maturacdo do odcito as células do cumulus secretam &cido
hialurénico que se acumula entre as células formando uma matriz gelatinosa, o que constitui o
processo conhecido como expansao do cumulus (EPPIG, 1989; HESS et al., 1999). As células
da granulosa sdo indispensaveis para o crescimento folicular, para a diferenciacdo, para o
estddio nuclear meidtico, para a maturacdo citoplasmadtica e para a atividade transcricional
gendmica, uma vez que atingido um diametro limite, os odcitos suprimem a habilidade das
células da granulosa de promover a continuidade do crescimento do foliculo, e indiretamente,
o seu proprio crescimento (MATZUK et al., 2002).

3.2.2.3. Fecundacio in vitro (FIV)

A fecundagao se refere ao processo em que o espermatozoide entra em contato com o
odcito gerando o zigoto, e posteriormente se desenvolve até o estadio de blastocisto (MELLO

et al., 2016).
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O meio mais usado para a fecundacgdo in vitro é o Fert-TALP (Tyrode-albumina-lactato-
piruvato), que contém agentes capazes de promover a capacitacdo espermadtica, como a
heparina. Além deste, outros fatores importantes para a motilidade progressiva e suporte do
gameta masculino como a epinefrina, hipotaurina e penicilamina também estdo presentes no
meio de fecundacdo. Com relag¢do ao co-cultivo (espermatozoide e 06cito), este € realizado por
um perfodo que varia de 18 a 22 horas, em temperatura de 39°C e atmosfera com 5% de CO?
em ar e umidade saturada. Para tanto, os espermatozoides vivos sdo adicionados nas gotas de
fecundaciio contendo os odcitos em uma concentracdo final que pode variar de 1,0 a 5,0 x 10°
espermatozoides vidveis/mL de meio (IRITANI e NIWA, 1977; DAYAN, 2001).

No processo in vitro, para que ocorra todo esse processo, 0os meios e os protocolos usados
devem fornecer um ambiente adequado, sendo que esse deve permitir o metabolismo dos
oocitos e células do cumulus, além de manter a funcio espermadtica eficiente para que ocorra a
fecundacao (YANG et al., 1993; ASSUMPCAO et al., 2002; GONCALVES et al., 2007).

3.2.2.4. Cultivo in vitro (CIV)

ApOs as etapas de maturacio e fecundacdo, e ja se tendo formado o zigoto, este devera
passar por indmeras divisoes celulares ou clivagens até se constituir em blastocisto, estddio
adequado para realizacdo da transferéncia ndo cirdrgica (BLONDIN e SIRARD, 1995;
MINAMI, 1996).

Semelhante aos processos de maturacdo e fecundagdo, o cultivo embriondrio in vitro
também requer um ambiente adequado, com tempo, atmosfera e temperatura controlados.
Desse modo, o tempo de cultivo in vitro tem apresentado variacdo de 7 a 9 dias, dependendo
do objetivo da rotina de producdo in vitro (PIV), em temperatura de 39°C com atmosfera
controlada (5% de O?, 5% de CO? e 90% de N?) e umidade saturada. Durante este processo, a
taxa de blastocisto geralmente € avaliada no 7° dia de cultivo, sendo que os blastocistos
produzidos podem permanecer na estufa de cultivo até o 9° dia para se avaliar a taxa de eclosao
in vitro (GONCALVES et al., 2007; VARAGO et al., 2008).

O monitoramento da cinética de desenvolvimento embriondrio também tem sido uma
estratégia interessante para obtencdo de avancos na etapa de cultivo in vitro de embrides
bovinos (MELLO et al, 2016). Milazzotto et al (2016), compararam o perfil de expressdo génica
de embrides bovinos produzidos in vitro que foram classificados em duas categorias: embrides
apresentando desenvolvimento lento e embrides apresentando desenvolvimento rapido. Estes
autores ainda relacionaram a expressdao génica com o metabolismo energético (piruvato e
lactato) dos embrides, sugerindo que diferentes velocidades de clivagem poderiam estar

relacionadas com diferentes perfis metabdlicos.
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3.3. Estresse oxidativo

A qualidade embriondria relaciona-se muitas vezes com a dificuldade de mimetizar as
condi¢des uterinas hormonais de sinalizacdo celular, nutrientes e principalmente na
concentracdo de oxigénio disponivel (LONERGAN et al., 2003). A atmosfera intrauterina
possui uma concentracdo de oxigénio em torno de 2 a 8% de oxigénio, menor do que as
concentracdes trabalhadas ao longo do processo de produgdo in vitro. O excesso de oxigénio
predispde a formacao de espécies reativas de oxigénio (EROS), o que pode levar a uma situagdo
de estresse oxidativo ao embrido. (LONERGAN et al., 2008).

O estresse oxidativo pode levar ao aumento da proliferacdo celular (adaptacio da célula
para aumentar a expressdo de sistemas de defesa) e a danos celulares. Os danos celulares
associados ao estresse oxidativo afetam lipideos, DNA, proteina e carboidratos
(ABDELHAFEZ et al., 2011; LORD et al., 2013). Esses danos podem ser corrigidos, mas se
ndo o forem pode ocorrer a ativagdo de apoptose, podendo levar a morte celular (ASSIS, 2014).

3.3.1. Espécies Reativas de Oxigénio (EROS)

Durante a respiracdo e outras reagdes metabdlicas envolvendo o oxigénio, gera-se
espécies reativas de oxigénio, que englobam radicais livres. Define-se como radicais livres
moléculas que possuem elétrons de valéncia desemparelhados, ou seja, altamente reativas. O
radical superdxido e a hidroxila, sdo radicais livres que participam da familia de EROS, no
entanto, o peroxido de hidrogénio também € considerado EROS, mas ndo é considerado um
radical livre (HALLIWELL et al., 2007).

As EROS sdo produzidas dentro do foliculo e possuem um papel essencial na ruptura
folicular, além de agirem como segundas mensageiras na modulacao da expressao de genes que
regulam processos fisioldgicos na maturacio do odécito (TAMURA et al., 2012). No entanto o
excesso de EROS produzidas pode ser responsavel por causar o estresse oxidativo, danificando
as moléculas e estruturas dos odcitos bem como as células da granulosa no foliculo. As EROS
devem ser continuamente desativadas, para manter apenas a pequena quantidade necesséria a
funcdo celular normal (FATEHI et al., 2005). Componentes foliculares, células do cumulus e
fluido folicular podem proteger os odcitos contra os efeitos prejudiciais das EROS. Também ¢é
conhecido que as enzimas antioxidantes enddgenas e os antioxidantes ndo enziméticos estao
presentes nos foliculos e sdo responsaveis por combater ou reduzir as EROS. A falha ou
deficiéncia dessas defesas podem resultar na acumulacdo de EROS e o desenvolvimento do
estresse oxidativo, causando danos aos odécitos (GUERIN et al., 2001).

As EROS, como radical superéxido (O%), radical hidroxila (OH") e peréxido de

hidrogénio (H?0?) sdo conhecidas por serem prejudiciais para os odcitos. Elas causam
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degradacao dos lipideos da membrana celular, destruicdo do DNA, inducdo de bloco de duas
células, apoptose e inibi¢ao da fertilizacdo. Esses resultados sugerem que o estresse oxidativo
excessivo pode ser uma das causas de ma qualidade dos odcitos e que o equilibrio entre as
EROS e os antioxidantes dentro do foliculo pode ser necessario para a matura¢ao oocitdria
(TAMURA et al., 2012).

3.3.2. Estresse oxidativo na producao in vitro

O metabolismo celular normal produz espécies reativas, as quais regulam diversas
funcdes (DENNERY, 2007). H4 relatos do envolvimento das EROS em concentracdes
fisiol6gicas na maturagcdo oocitdria (HAMMADEH et al., 2008), esteroidogénese folicular e
luteal, ovulagdo, fertilizacdo, implantac@o e desenvolvimento embriondrio inicial (AGARWAL
e ALLAMANENI, 2004; FUJII et al., 2005; MORADO et al., 2009). A primeira retomada da
meiose € induzida por um aumento de espécies reativas de oxigénio e inibida por agentes
antioxidantes, indicando que a geracdo desses radicais livres pelo foliculo € um importante
promotor da sequéncia ovulatéria (TAKAMI et al., 2000). No ovério, as EROS e espécies
reativas de nitrogénio (ERN) sdo geradas dentro do microambiente folicular ao redor do odcito
e das células somaticas, regulando a funcdo ovariana através de vias de sinaliza¢do bioquimicas
e moleculares (DEVINE et al., 2012)

O equilibrio entre a producdo de EROS e a acdo de antioxidantes € um fator importante
para maturacdo dos odcitos e fertilizacdo (TAMURA, 2009). Tem sido relatado que o estresse
oxidativo também pode ser um importante mecanismo envolvido nos efeitos toxicos de
procedimentos de criopreservacdo, podendo desencadear a cascata de apoptose que conduz a
uma redugdo na sobrevida e taxa de desenvolvimento de gametas e embrides (MARTINO et
al., 2012). A producdo de EROS ¢ aumentada quando odcitos em maturacdo e embrides em
estagio inicial de clivagem sdo expostos ao choque térmico in vitro (SAKATANI et al., 2004;
NABENISHI et al., 2012).

Devido a produgdo de radicais livres ser um processo continuo in vivo, as células
desenvolvem mecanismos de defesa antioxidante, que t€ém como objetivo neutralizar as
espécies reativas de oxigénio e seus efeitos. Uma forma de minimizar os efeitos deletérios da
formacdo de radicais livres durante o cultivo in vitro € a suplementacdo de antioxidantes nos
meios de cultivo (SILVA et al., 2011)

3.3.3. Antioxidantes

Um antioxidante € qualquer molécula que presente em pequenas concentragdes € capaz
de retardar ou prevenir a oxidacdo de um substrato, sendo este qualquer molécula presente no

ser vivo (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2007).



24

7z

Tendo em vista que o ambiente natural de odcitos e embrides € rico em agentes
antioxidantes, e quando cultivados in vitro sdo privados do sistema de defesa existente no fluido
folicular e na tuba uterina (GARDINER e REED, 1995), a adicdo de antioxidantes no meio de
cultivo confere uma reducao dos danos nas membranas celulares, promovendo protecdo aos
odcitos e embrides submetidos ao estresse oxidativo (ALVAREZ e MORAES, 2006).

A ac@o antioxidante que tem como fungdo a remocao das espécies reativas de oxigénio,
e pode ser desempenhada das formas: enzimdtica e ndo enzimadtica. Os antioxidantes
enzimdticos mais eficientes envolvem o superéxido dismutase (SOD), a catalase e a glutationa
peroxidase, enquanto que os ndo enzimdticos sdo as vitaminas C e E, carotenoides,
antioxidantes tidis, flavonoides naturais, melatonina, entre outros (CUNHA, 2014).

Dentre os antioxidantes ndo enzimaticos, a melatonina tem apresentado uma potente
acdo contra o estresse oxidativo gerado na producdo in vitro de embrides, levando a melhoria
na qualidade embriondria (TAMURA et al., 2008; ASGARI et al., 2012; WANG et al., 2014).

3.4. Melatonina

3.4.1. Sintese da melatonina

A melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) € uma indolamina produzida a partir do
aminodcido triptofano, principalmente na glandula pineal, como também em outros locais:
retina, glandula lacrimal extra-orbitdria, trato gastrointestinal, pele e ovario (HARDELAND et
al., 1993; HUETHER, 1993; ITOH et al., 1999).

Foi descoberta por Aron B. Lemer no ano de 1958, em glandulas pituitarias bovinas e
posteriormente identificada como um modulador de humor, sono, comportamento sexual e
ritmo circadiano. E sintetizada por células parénquimais em resposta 4 luminosidade
reconhecida pelo eixo-hipotdlamo. A informag¢do chega no nicleo supraquiasmatico
hipotalamico, responsdvel pela organizacdo temporal dos diversos eventos fisiologicos e
comportamentais. A traducdo desse sinal possibilita a sincronizagdo das fases do relégio
circadiano com o ciclo claro/escuro. A informacdo relacionada ao tempo passa pelo sistema
nervoso central (SNC) para o ganglio cervical superior e finalmente chega a glandula pineal.
Esse caminho € estimulado durante a noite e a atividade do ganglio cervical central € inibida
pela luminosidade (ASSIS, 2014).

Na glandula pineal, a via biossintética da melatonina inicia com a conversao do
triptofano em 5- hidroxitriptofano por intermédio da ac¢do da triptofano-5-hidroxilase (T-5-H),
seguido da enzima 5-hidroxitriptofano em serotonina, que € convertida em N- acetilserotonina
através de uma reagdo de acetilacdo da enzima N- acetiltransferase (AANAT), produzindo N-

acetil serotonina (NAS). Por fim, a enzima citosélica hidroxindol -O- metiltransferase,



25

atualmente denominada acetilserotonina O- metiltransferase (ASMT), catalisa a reacdo de
metilacdo para a formacdo da melatonina (REITER et al., 2009).

3.4.2. Acao antioxidante da melatonina

Dentre as fun¢des de melatonina pode-se citar que € um potente antioxidante, atuando
tanto por via direta ao neutralizar espécies reativas de oxigé€nio ou nitrogénio, quanto por via
indireta através de receptores de membrana estimulando enzimas antioxidantes, as quais
atuardo na prevengdo dos danos macromoleculares em todos os Orgios e porcoes celulares
(TAMURA et al., 2009) (HARDELAND et al., 2011). Além de atuar no sentido de aliviar o
envelhecimento do odcito produzido in vitro, que é provocado pelo estresse oxidativo, a
melatonina é capaz de retardar o inicio da apoptose e evitar a fragmentacdo celular (LORD et
al., 2013).

Os mecanismos envolvidos na acdo antioxidante da melatonina estdao no fato de tratar-
se de uma molécula altamente eletroreativa. Ela age primeiramente como um poderoso doador
de elétrons e detoxifica espécies de oxigénio eletrodeficiente (VIJAYALAXMI et al., 2002). A
atuacdo direta da melatonina envolve a formacdo de metabdlitos com excelente capacidade
antioxidante, podendo ser em alguns casos até mesmo superiores a ela (GALANO et al., 2013).

Conforme constatado para outras substancias, estudos in vitro indicam que dependendo
da concentracdo, a melatonina poderd apresentar atividade antioxidante ou pré-oxidante
(VIJAYALAXMI et al., 2004). Em condic¢des fisioldgicas, a melatonina regula a expressao de
genes de importantes enzimas antioxidantes, as quais estdo envolvidas no metabolismo de
derivados oxidativos prejudiciais as moléculas celulares, ou ainda induzem a sintese de outros
antioxidantes endégenos como a glutationa peroxidase, a catalase e a SOD (RODRIGUEZ et
al., 2004). Tais eventos mantém a estabilidade da membrana celular promovendo a protecdo do
DNA mitocondrial e nuclear, dos dcidos graxos, e das proteinas contra os danos induzidos pela
peroxidacdo lipidica (GARCIA et al., 1997; REITER et al., 2000). Além de todos esses eventos,
os quais impedem que as células sofram apoptose, a melatonina enquanto antiapoptética, ainda
€ capaz de reparar com alta eficiéncia os danos da molécula de DNA causados pela radiacao de
ifons ou exposi¢do de drogas toxicas (SLIWINSKA et al., 2007).

3.4.3. Melatonina como antioxidante na producio in vitro

Como a melatonina tem papel antioxidante, atua sobre células da granulosa e estd
presente no fluido folicular, alguns estudos também avaliaram seu papel em condi¢des de
cultivo in vitro. Ela melhorou as condi¢des de maturacio oocitdria ou apresentou um efeito

positivo sobre embrides em varias espécies como camundongos (NA et al., 2005; TAMURA et
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al., 2009), ovinos (ABECIA et al., 2002), suinos (CHOI et al., 2008; KANG et al., 2009),
humanos (PARK et al., 2006) e biifalos (MANJUNATHA et al., 2009).

Quando a melatonina foi adicionada ao meio de maturagdo in vitro dos odcitos
Tsantarliotou et al. (2007) ndo observaram nenhum efeito sobre a maturacdo nuclear ou o
desenvolvimento embriondrio, respectivamente. Em 2010 nos estudos feitos por Takada et al.
também nao foi observado o efeito da melatonina na maturacdo in vitro (MIV) sobre a
maturagdo ou desenvolvimento embrionario, porém eles relataram que o uso de melatonina sem
a presenga de gonadotropinas durante a MIV resultou em maturacdo e desenvolvimento
similares ao observado quando se usa apenas gonadotropina, sugerindo que a melatonina possa
substituir os hormonios gonadotréficos na maturagdo. De qualquer forma, ha poucos estudos
que relatam a ac¢do da melatonina quando adicionada aos meios de cultivo in vitro na producao
in vitro na espécie bovina, devendo seu mecanismo de acdo ser melhor estudado para

desenvolver protocolos adequados para produgdo in vitro.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Comité de Etica

Os métodos e procedimentos descritos a seguir foram aprovados pela Comissio de Etica
e Experimentacdao Animal- CEEA do Curso de Medicina Veterinaria da UEMA, conforme
protocolo n° 14/2016 aprovado em 05/08/2016, para a execugdo da pesquisa, atendendo as
normas de Bem Estar Animal da Resolu¢do do CRMV n° 1000/2012 e a Lei 11.794/2008.

4.2. Local do Experimento

O experimento foi conduzido no Laboratério de Reproducdo Animal (LABRA) da
Universidade Estadual do Maranhdo (UEMA). Os ovarios foram coletados no abatedouro
municipal DA Vital, localizado na BR — 135 no km 03, em Sao Luis - MA.

4.3. Grupos Experimentais

Os complexos cumulus-oocito (CCOs) vidveis foram distribuidos entre os tratamentos
0, 10", 102 e 10 Mol/L. de Melatonina. O experimento foi dividido em duas fases, onde a
primeira avaliou o efeito de diferentes concentragdes de melatonina (tratamentos) sobre a taxa
de maturacdo dos CCOs, utilizando 453 complexos cumulus- oécitos (CCOs) vidveis no
experimento e em seguida foram distribuidos 116, 101, 113 e 126 CCOs para os grupos 0, 10
1,107 e 10> uM de Melatonina, respectivamente e a segunda o efeito dos tratamentos com
melatonina sobre a producdo in vitro de embrides bovino, utilizando 299 complexos cumulus-
oocitos (CCOs) vidveis do experimento e em seguida foram distribuidos 83, 77, 88 e 51 CCOs
para os grupos 0, 107, 107 e 10 uM de Melatonina.

4.4. Producio in vitro de embrides bovinos

4.4.1. Puncao folicular ou “Ovum Pick-Up” (OPU)

Os ovdrios foram transportados até o laboratério em um recipiente térmico com solugao
fisiolégica 0,9% a uma temperatura de 37°C, com 10% gentamicina. No laboratério, os ovarios
foram lavados com soluc¢ao fisiolégica 0,9% a 37°C e os complexos cumulus-odcitos (CCOs)
recuperados por aspiracio dos foliculos medindo entre 2 a 6 mm, utilizando agulha descartdveis
25 x 8 mm (21G), acoplado a uma seringa de 10 mL. O liquido folicular obtido foi colocado
em um tubo do tipo Falcon de 15 mL em Banho-Maria a 37°C, durante 20 minutos para
sedimentacdo.

O conteddo do aspirado folicular foi depositado em uma placa de Petri de 100 x20 mm
para pesquisa sob um estereomicroscopio. Os complexos cumulus-oocito selecionados foram
transferidos para uma placa de Petri 30 x 10 mm contendo meio de manuten¢do (Medium 199

(1x) com sais de Hanks’), e classificados de acordo com a qualidade morfolégica em Graus I,
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IL, I e IV (LEIDFRIED e FIRST 1979). Somente os CCOs de grau I e II, foram selecionados
para maturacao.

4.4.2. Maturacao in vitro (MIV)

Os complexos cumulus-oocito (CCOs) foram lavados trés vezes em gotas contendo
meio de maturacdo in vitro (MIV) em placas de Petri de 100 x 20 mm, sendo em seguida
transferidos para microgotas contendo 100 pL de meio de MIV em placas de Petri de 60 x 15
mm, enumeradas e contendo quatro gotas de MIV recobertas por 6leo mineral (SIGMA-
ALDRICH, EUA), a temperatura de 38,8°C, em atmosfera gasosa de 5% de CcO? por 24 h. Este
protocolo de maturagdo in vitro dos CCOS, foi utilizado na primeira e segunda fase.

4.4.2.1. Efeito da melatonina na maturacio oocitaria

A melatonina foi diluida em DMSO (Dimetilsulf6xido), na concentracdo de Img/mL e
estocada a -20°C em tubos criogénicos de 1 mL, conforme os tratamentos. Na primeira fase, a
melatonina foi acrescida a microgota (de acordo com os tratamentos) contendo meio de
maturagao.

ApOs 24 horas, os complexos cumulus-oocito (CCOs) foram mantidos por 10 minutos
em uma placa NUNCLON®, contendo 400 pL de meio de desnudamento (1 mL de TQC
Holding + 10 mg/mL de hialuronidase), em seguida CCOs sofreram agitacdo mecanica para
retirada das células do cumulus, avaliados em estereoscopico, para extrusdo do primeiro
corpusculo polar.

4.4.3. Fecundacio in vitro (FIV)

Na segunda fase, os CCOs foram maturados durante 24 horas, as estruturas passaram
quatro vezes por banhos de 50 pLL de meio de fecundagao suplementado com 50 pL de heparina
e 25 puL de solucao PHE. O sémen foi proveniente de uma tnica partida de touro Gir Leiteiro e
foi descongelado em dgua a 37°C por 30 segundos e depositado em um eppendorf de 1,5 mL
sobre o gradiente de Percoll, submetido a uma for¢a de centrifugacdao de 251xG durante 10
minutos. Um volume de 10 pL foi retirado para avaliagdo da motilidade e vigor inicial.

Apés a centrifugacdo, os espermatozoides no fundo do tubo criogénico foram
aspirados e colocados em 1,0 mL de meio FIV sendo submetidos novamente a centrifugacao a
251xG por 5 minutos. Apods a segunda centrifugacdo, o excesso de meio FIV foi retirado. Uma
amostra de 10 pL foi utilizada para avaliacdo final da motilidade e vigor espermatico.

Em seguida, foi removido 5,0 pL. da suspensdo e adicionado em 95 puLL de 4gua para a
determinac¢do da concentragdo espermdtica pela contagem das células espermadticas em camara

de Neubauer. A concentragio espermdtica final foi ajustada para 25 x 10° espermatozoides
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vivos/mL. Posteriormente, os CCOs e os sptz foram coincubados em temperatura de 38,8°C

por 18 a 22 h, em 5% de CO; em ar com umidade saturada.

4.4.4. Cultivo in vitro (CIV)

Ap6s a FIV, os presumiveis zigotos foram lavados por quatro vezes em gotas de meio
SOF e depositados em gotas de 100 pL, recobertas por 6leo mineral. A avaliacdo do

desenvolvimento dos blastocistos ocorreu a partir de sete dias (D7) ap6s o inicio da fecundagao

(DO0).

4.5. Delineamento Experimental e Analise Estatistica

O delineamento ocorreu inteiramente ao acaso com quatro tratamentos (Controle, 10
1107 e 107 uM de Melatonina) em 100 repeti¢des (nimero de CCOs).

As varidveis estudadas (taxa de maturacdo, taxa de clivagem, taxa de blastocisto,
proporcao dos estddios de desenvolvimento e qualidade embriondria) foram submetidas ao teste
de normalidade; os dados normais e os normalizados mediante transformacdes matematicas
(logaritmica, arco, seno) foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) ou ao teste
paramétrico de Student-Newman-Keuls (SNK) para comparacdo de médias, na probabilidade
de 5%.

Dados qualitativos foram comparados pelo teste do x2, para p<0,05. As andlises foram

executadas utilizando o programa Statistical Analysis System (SAS Institute Inc, 2015).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. PRIMEIRA FASE: Efeito da melatonina sobre a taxa de maturacao dos
complexos cumulus- oocitos (CCOs)
Quanto a taxa de maturagdo dos CCOs cultivados in vitro, observou-se que o grupo de
0 uM de melatonina (49,14%) foi superior em relagdo as concentragdes 107! uM (17,82%) e 10°
5 uM (29,27%), entretanto ndo houve diferenca (P<0,05) em relacdo a concentracio 10~ uM

(45,13%), conforme mostra na Tabela 1.

Tabela 1. Taxa de maturacdo oocitdria cultivados in vitro em meio suplementado com
diferentes concentracdoes de melatonina e total de complexos cumulus- odcitos (CCOs)

utilizados por tratamento.

0 uM 10 uM 102 pM 105 pM

TAXA DE

~ A B A B
MATURACAO 49,14%(116/57)* 17,82%(101/18)° 45,13%(113/51)* 29,27%(126/36)

Numeros seguidos de letras maitsculas desiguais na linha diferem pelo teste de SNK (P<0,05).

Estes resultados sdo semelhantes aos resultados de Cunha (2014), que ap6s 24h depois
da maturacgdo in vitro, obteve taxa de maturacao 69,3% no grupo controle, utilizando 56 odcitos,
j4 nos grupos utilizando a melatonina na concentracio de 10° M e 10® M, obteve taxa de
maturacdo de 50,7% (33 odcitos) e 66,6% (41 odcitos), respectivamente. Observando que o
efeito da melatonina na maior concentracao foi similar aos grupos controle (P>0,05), visto que
no presente estudo observou-se que nao houve diferenca significativa do grupo controle com o
grupo tratado com maior concentracao de melatonina (P>0,05).

Semelhantes também aos os estudos de Ascari (2016), utilizando 0, 10 e 10* M de
melatonina, obtendo taxa de maturagdo de 65,5%, 62,2% e 67,6%, respectivamente, observando
que ndo teve diferenca entre os tratamentos apds 24h de maturacio in vitro (P>0,05). Takada
(2008) apds 24h de maturagdo in vitro, utilizando 0 pg/mL e 1 pg/mL de melatonina, obteve
taxa de maturacdo de 66%, 18% e 66,46% respectivamente, e também relatou que nao teve
diferenca significativa entre os tratamentos (P>0,05).

De acordo com Manjunatha et al. (2009) utilizaram 20 uM e 50 uM de melatonina no
meio de maturacdo de odcitos bubalinos, obtiveram maiores percentuais de maturagao oocitaria
(90,3% e 88,8%, respectivamente), relatando um efeito estimulatério da melatonina sobre a
maturacao in vitro, diferindo do presente estudo.

Nos poucos estudos em bovinos, a melatonina adicionada durante a MIV ndo apresentou

efeito evidente sobre a maturacdo como relatado por Takada et al. (2010), o que estd de acordo
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com nossos resultados. Entretanto diferem de EL- Raey et al. (2011) que utilizaram a
melatonina e houve um estimulo a maturacao.

5.2. SEGUNDA FASE: Efeito da melatonina sobre a producio in vitro de embrioes
bovinos

As taxas de clivagem dos grupos em estudo sdo representadas na Tabela 2. Os grupos
controle, 107 pM e 10 pM obtiveram respectivamente 38,6%, 40,9% e 40,0% na taxa de
clivagem in vitro no D3 ndo havendo diferenga (P<0,05) entre os tratamentos. O grupo 10!
(19,5%) diferiu estatisticamente (P<0,05) dos demais grupos.
Tabela 2. Taxa de clivagem de CCOs oriundos de ovérios post-mortem coletados em

abatedouro para a PIV de embrides, submetidos ou ndo a diferentes tratamentos com

melatonina.
N de CCO Taxa de Clivagem
umero de S N %
0 pM 83 32 38,6
101 pM 77 15 19,5
103 pM 88 36 40,9*
105 pM 51 25 40,0°

Numeros seguidos de letras mintisculas desiguais na coluna diferem pelo teste do y2 (P< 0,05).

Estes resultados corraboram com Mota et al., 2014, que relataram que ndo houve
diferenca na taxa de clivagem (p<0,05), utilizando O uM e 100 uM de melatonina no meio MIV,
onde obtiveram 36,44 % para o primeiro tratamento e 32,93 % para o segundo tratamento.
Entretanto diferem de Marques (2016), que adicionou melatonina ao meio de maturacdo nas
concentracoes de O, 107, 10° e 10" M, obtendo 75,6%, 74,6%, 88,9% e 83,1%
respectivamente, relatando ainda que houve aumento significante na taxa de clivagem nas
concentra¢des de 10° com 17,6% e 10! com 9,9%. Similarmente a Tian et al. 2014, que
encontraram melhores resultados na maturagdo de odcitos bovinos nas concentragdes de 107 e
10° M, assim como o aumento na expressdo de genes relacionados a maturagdo ovocitdria
(GDF9, MARFI1, DNMT1a) e a expansdo das células do cumulus (PTX3, HAS1/2) devido a
presenca de receptores para melatonina encontrados nos ovocitos, células do cumulus e células
da granulosa.

Os resultados observados no presente trabalho corroboram com alguns autores que
utilizaram melatonina durante a MIV de odcitos bovinos maturados em condicdes
convencionais e ndo observaram diferenca na clivagem (TAKADA et al., 2010; TAKADA et
al., 2012). Esse fato talvez ndo esteja relacionado a acdo ineficiente do hormoénio em si, mas

sim a curta exposi¢do dos odcitos durante a MIV, ja que os trabalhos em que o hormdnio foi
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adicionado ao meio CIV de embrides bovinos (WANG et al., 2014), bubalinos
(MANJUNATHA et al., 2009) ou suinos (RODRIGUEZ-OSORIO et al., 2007) resultaram em
maiores percentuais de producao embriondria.

Embora Ishizuka et al. (2000) informaram um efeito positivo da melatonina em
embrides de camundongos em desenvolvimento, os resultados descritos por Rodriguez- Osério,
Kim e Wang (2007) ndo mostraram diferenca estatistica significante na taxa de clivagem.

As taxas de blastocistos sdo representadas na Tabela 3, o grupo 10 pM (35,3%) foi
estatisticamente superior (P<0,05) aos demais grupos em estudo. Foi obtida taxas de 18,1%,
7,8% e 9,1% dos grupos Controle, 107! uM e 10~ pM respectivamente, ndo diferindo entre si
(P<0,05).

Tabela 3. Taxa de blastocistos produzidos in vitro a partir de CCOs oriundos de ovérios post-
mortem coletados em abatedouro para a PIV de embrides, submetidos ou ndo a diferentes

tratamentos com melatonina.

Taxa de blastocistos

Nuamero de CCOs
N %
0 pM 83 15 18,1°
10" pM 77 6 7.8°
103 pM 88 8 9,1°
105 pM 51 18 35,32

Nameros seguidos de letras mintsculas desiguais na coluna diferem pelo teste do 72 (P< 0,05).

Diferindo de Marques (2016), que ao adicionar a melatonina no meio de maturacao nio
observou diferenca estatistica sobre a producdo de blastocistos, utilizando melatonina nas
concentragdes de 0, 107, 10 e 10! M, porém foi observado que na concentragio de 10° M
obteve-se maior taxa de blastocisto. O presente estudo também difere de Ascari (2016) que
relatou que ndo houve influéncia da adicdo da melatonina em meio MIV sobre a taxa de
blastocistos no D7 e D8 em relacdo ao nimero total de odcitos, onde relatou que esse resultado
provavelmente se deve ao fato de que a melatonina quando adicionada ao meio MIV néo possui
capacidade suficiente para ocasionar alteracdes no odcito, que sejam capazes de influenciar na
producdo de blastocistos.

Assis (2014) ao utilizar 0, 25, 50 e 100 ng/mL de melatonina, observou a taxa de
blastocisto no D8 e identificou um efeito quadratico da dose de melatonina, onde a dose de 50
ng/mL apresentou taxa de blastocisto mais alta do que o grupo controle. Tian et al, 2017,
avaliando taxa de blastocisto em pequenos ruminantes com suplementacdo de melatonina no

meio MIV nas concentracdes de 0, 102, 107, 107, 10® e 101! M, relataram que os odcitos
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tratados com 10”7 M tiveram maior taxa de blastocisto (15,0% versus 4,5%) do que os 0dcitos
do grupo controle (P<0,05). E odcitos tratados com 107 e 10'! M de melatonina desenvolveu
taxa de blastocisto maior do que grupo controle e grupo tratado com 10~ M (P<0,05).

A qualidade dos odcitos e do embrido € critica para a PIV, o aumento do nimero médio
de células/blastocistos representa uma melhoria na mitose e na implantacao embriondria, sendo
que a qualidade odcitdria/embriondria reduzida estd diretamente associada ao baixo potencial
de desenvolvimento do embrido (TIAN et al., 2014).

As taxas de desenvolvimento embriondrio baseado no estddio de desenvolvimento in
vitro sdo representadas na Tabela 4. Na propor¢io de mérulas, o grupo 10~ uM foi superior a
taxa de obtida pelo grupo 10 uM e semelhante aos grupos Controle e 10" uM (P<0,05). Os
grupos Controle, 10! uM e 10 uM foram semelhantes entre si (P<0,05).

Tabela 4. Taxa de desenvolvimento embriondrio com base no estadio de desenvolvimento in
vitro a partir de CCOs oriundos de ovarios post-mortem coletados em abatedouro para a PIV

de embrides, submetidos ou nao a diferentes tratamentos com melatonina.

Morula Blas?o.c isto Blastocisto Blast0c1-s to TOTAL
Inicial Expandido
0 pM 15(50,0%)® 7 (23,3%)™ 6 (20,0%)* 2 (6,7%)* 30
10 pM 9 (60,0%)® 4 (26,7%)™® 1 (6,7%)* 1(6,7%)* 15
103 pM 23 (74,2%)* 3(9,7%)° 4 (12,9%)* 1 (3,2%)* 31
105 pM 9(33,3%)° 12 (44,4%)* 4 (14,8%)* 2 (7,4%)* 27
TOTAL 56 26 15 6

Nimeros seguidos de letras minusculas desiguais na coluna diferem pelo teste do 32 (P< 0,05).

Na propor¢do de blastocistos iniciais, os grupos 10> pM, Controle ¢ 10" uM nio
apresentaram diferenca entre si (P<0,05), porém o grupo 10 pM apresentou superioridade ao
grupo 107 pM (P<0,05). Os grupos Controle, 10" uM e 107 uM foram semelhantes entre si
(P<0,05).

Na obtencdo de blastocistos e blastocistos expandidos ndo houve diferenca estatistica
(P<0,05) entre todos os grupos experimentais.

Estes estudos corroboram com Takada (2008), avaliando o desenvolvimento
embriondrio no D7 (morula, blastocisto inicial, blastocisto e blastocisto expandido) relatou que

nao houve diferengca (P>0,05) entre os tratamentos com melatonina comparado ao grupo

controle. Ascari (2016), em seus estudos, também relatou que nao houve diferenca estatistica
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quanto ao desenvolvimento embriondrio (P>0,05) entre os grupos tratados com melatonina e o
grupo nao-tratado com melatonina.

Estes resultados, além de confirmar o que foi postulado em pesquisas as quais
demonstraram que a expansao das células do cumulus nao constitui um fator condicionador do
desenvolvimento embrionario in vitro (LUCIANO et al., 1999; ALI; SIRARD, 2002), também
mostra que a melatonina quando adicionada ao meio de maturagdo pode suportar o
desenvolvimento embriondrio produzindo taxas de blastocistos equivalentes ao sistema
tradicional de producao in vitro de embrides bovinos.

O efeito da melatonina no desenvolvimento de embrides pode ser provocado pela sua
acdo como um antioxidante. Papis et al. (2007) demonstraram que os efeitos benéficos da
melatonina no desenvolvimento embriondrio bovino nao foram observados em um ambiente de
baixo teor de oxigénio, mas sim em um ambiente com elevada tensdo de oxigénio, em que 0s
radicais livres sdo produzidos facilmente. Em alguns estudos realizados in vitro ou in vivo, nao
foi observado efeito prejudicial da melatonina no desenvolvimento embrionério € nem quanto

a toxicidade analisada (McELHINNY; DAVIS; WARNER, 1996; JAHNKE et al., 1999).

6. CONCLUSAO
Dessa forma, a melatonina suplementada no meio de maturacao in vitro nao evidenciou

melhoras na taxa de maturacdo dos complexos cumulus- oécitos (CCOs) cultivados in vitro.
Assim como ndo evidenciou melhoras na taxa de clivagem e desenvolvimento embriondrio,
porém mostrou-se eficiente na produgdo de blastocistos de embrides bovinos produzidos in

vitro.
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