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RESUMO GERAL

Temperaturas ambientais elevadas podem levar a reducdo nos indices
reprodutivos. Nesse contexto, o IGF-1 e a melatonina podem atuar de forma
termoprotetora e na reducdo do estresse oxidativo durante a maturacdo in vitro
(MIV) de odcitos bovinos submetidos ao choque térmico. Objetivou-se, com a
realizagéo deste estudo, avaliar o efeito do IGF-1 ou da melatonina adicionados
ao meio MIV de od6citos bovinos submetidos ao choque térmico, sobre a
qualidade e a competéncia de desenvolvimento de oécitos e a qualidade dos
embrides.. Foliculos de trés a oito milimetros de diametro foram puncionados de
ovarios de vacas predominantemente mesticas (Holandés-Gir) coletados em
abatedouro. Foram selecionados 0s complexos cumulus-oécitos que
apresentaram citoplasma homogéneo com, no minimo, trés camadas de células.
Foram realizados dois experimentos, em que adigdo de IGF-I (0, 25 e 100
ng/mL) ou de melatonina (0, 10° e 10 M) ao meio MIV e duas condicdes de
incubacdo foram avaliadas. As condigdes de incubagdo foram a convencional:
24 horas a 38,5°C ou choque térmico: 12 horas a 41°C seguido por 12 horas a
38,5°C. N&o houve interacdo entre condicdo de incubacdo e IGF-I ou melatonina
em todas as analises (P > 0,05). No Experimento I, a adi¢do de IGF-1 aumentou
a atividade mitocondrial (P < 0,01) e a producdo de espécies reativas de oxigénio
- EROS (P < 0,01), enquanto reduziu a taxa de blastocistos nos dias sete e oito
(P <0,01) e a taxa de células apoptéticas da MCI (P < 0,01). O choque térmico
aumentou a porcentagem de odcitos TUNEL-positivos (P < 0,01) e a producédo
de EROS (P < 0,01) e reduziu a atividade mitocondrial (P < 0,01). No
Experimento I1, a adi¢cdo de melatonina reduziu a produgdo de EROS (P < 0,01)
nos odcitos, enquanto o choque térmico aumentou (P < 0,01). A atividade
mitocondrial ndo foi afetada (P > 0,05) pela melatonina, porém foi reduzida pelo
choque térmico. O choque térmico reduziu a porcentagem de odcitos que
progrediram ao estagio de metafase Il (P < 0,01) e a taxa de blastocistos nos dias
sete (P = 0,02) e oito (P < 0,01). Em conclusdo, a suplementagdo de IGF-1 ou
melatonina ao meio MIV possibilita a melhoria da qualidade dos embrides
produzidos. Um dos resultados mais relevantes do IGF-1 foi o aumento da
atividade mitocondrial, enquanto que da melatonina foi a reducéo do estresse
oxidativo no odcito.

Palavras-chave: Espécies reativas de oxigénio. Apoptose celular. Fragmentacéo
de DNA. Termoprotecdo. Antioxidante.



GENERAL ABSTRACT

High ambient temperatures can cause reduced reproductive rates. In this
context, IGF-I and melatonin can act as thermo-protector, reducing oxidative
stress during the in vitro maturation (IVM) of bovine oocytes subjected to heat
shock. The aims of this study were to evaluate the effects of IGF-I or melatonin
added to the IVM medium of bovine oocytes, subjected to heat shock, on the
quality and competence of oocyte development and the quality of the embryos.
Follicles of three to eight millimeters in diameter were aspirated from ovaries
collected at abattoirs of predominantly crossbred cows (Holstein-Gyr). We
selected the cumulus-oocyte complexes that presented homogeneous cytoplasm
with at least three layers of cells. Two experiments were performed, in which the
addition of IGF-I (0, 25 e 100 ng/mL) or melatonin (0, 10® e 10 M) to the IVM
medium, under two incubation conditions, were evaluated. The incubation
conditions were conventional, with 24 hours at 38.5°C, or heat shock with 12
hours at 41°C followed by 12 hours at 38.5°C. There was no interaction between
incubation condition and IGF-I or melatonin in any analyze (P > 0.05). In
Experiment I, the addition of IGF-I increased mitochondrial activity (P < 0.01)
and the production of reactive oxygen species - ROS (P < 0.01), while reducing
blastocyst rate in the seven and eight days (P < 0.01), as well as apoptotic cells
rate of inner cell mass (P < 0.01). Heat shock increased the percentage of
TUNEL-positive oocytes (P < 0.01) and the production of ROS (P < 0.01), and
reduced mitochondrial activity (P < 0.01). In Experiment Il, the addition of
melatonin reduced the production of ROS (P < 0.01) in the oocytes, while heat
shock increased (P < 0.01) its production. Mitochondrial activity was not
affected (P > 0.05) by melatonin, but was reduced by heat shock. Heat shock
also reduced the percentage of oocytes that have progressed to metaphase Il
stage (P < 0.01) and blastocyst rate in seven (P = 0.02) and eight (P < 0.01) days.
In conclusion, the supplementation of IGF-1 or melatonin to IVM medium
improves the quality of the embryos produced. One of the most important results
of IGF-1I was the increased mitochondrial activity, whereas, for melatonin, it was
the reduction of oxidative stress in the oocyte

Keywords: Oxygen reactive species. Cellular apoptosis. DNA fragmentation.
Thermo-protector. Antioxidant.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

O estresse térmico de vacas em lactacdo é um fator de grande impacto
econbmico na inddstria leiteira, especialmente em regiGes de clima quente,
podendo causar prejuizos tanto nos aspectos produtivos quanto nos reprodutivos.
No entanto, poucas sdo as estratégias eficientes para resolver esse problema. A
hipertermia afeta diretamente a fisiologia reprodutiva (MOUSSA et al. 2015),
sendo que, entre todas as fungdes fisiologicas dos mamiferos, essa é considerada
a mais susceptivel (HANSEN, 2014). Estudos in vitro e in vivo indicam que
odcitos em desenvolvimento sdo extremamente sensiveis a temperaturas
elevadas que ocasionam reducdo da taxa de clivagem e da subsequente producéo
de blastocistos (EDWARDS et al., 1997; ROTH; HANSEN 2004; FERREIRA
etal., 2011; MEIYU; LIU; ROTH, 2015).

As pesquisas que visam avaliar os efeitos da temperatura elevada sobre
o0s odcitos com frequéncia utilizam o modelo de choque térmico (in vitro), que é
eficiente em recriar os efeitos do estresse térmico (in vivo) em odcitos e
embrides (GENDELMAN; ROTH, 2012), além de permitir a caracterizacdo das
alteragdes celulares e de desenvolvimento induzidas pela temperatura elevada. A
diminuicdo da qualidade e da competéncia de desenvolvimento observada em
odcitos expostos ao choque térmico esta relacionada as alteracbes celulares
como diminuicdo da maturagdo nuclear, apoptose e desorganiza¢do do
citoesqueleto (JU et al., 2005; ROTH; HANSEN, 2004; 2005). A temperatura
elevada também pode ser responsavel pela formagdo e acimulo de radicais
livres nas células, o qual é caracteristico do estresse oxidativo. O estresse
oxidativo possui efeito toxico direto nas células, podendo levar a peroxidagdo

lipidica, oxidacdo de proteinas, danos ao DNA e inducdo da apoptose, sendo
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considerado prejudicial para o o6cito e para o desenvolvimento embrionario
(TAMURA et al., 2013; ZHANG et al., 2013; CRUZ et al., 2014a, 2014b).

Os efeitos do choque térmico em o6citos bovinos podem ser modulados
por fatores de crescimento, tais como o fator de crescimento semelhante a
insulina-1 (IGF-1). Pesquisa in vivo demonstrou que a exposicdo de vacas
leiteiras ao estresse térmico diminui a concentracdo circulante de IGF-1, o que
resultou em comprometimento da qualidade oocitaria (DE RENSIS;
SCARAMUZZI, 2003). Os IGFs desempenham papéis maualtiplos no
metabolismo celular, auxiliando a maturagdo do odcito e o desenvolvimento
embrionario, como demonstrado pelo aumento do ndmero total de células em
blastocistos expostos ao estresse térmico (SATRAPA et al. 2011; SARTORI et
al. 2013). No entanto, os mecanismos celulares pelos quais a temperatura
elevada e o IGF-I afetam a competéncia de desenvolvimento dos odcitos nao séo
totalmente compreendidos (MEIYU; LIU; ROTH, 2015; MOUSSA et al. 2015).

Durante a MIV o od6cito € muito mais suscetivel ao estresse oxidativo,
em razdo da sua reduzida defesa antioxidante, o que prejudica o subsequente
desenvolvimento embrionario. Para contornar esse problema, diversos sistemas
de produgdo in vitro de embrides vém tentando minimizar os efeitos tdxicos
causados pela producdo de radicais livres por meio do uso de antioxidantes. A
melatonina pode ser utilizada como um importante protetor, durante a producéo
in vitro de embrides embrido, agindo como horménio imunoestimulador,
citoprotetor (SCHAFFAZICK et al., 2005) e antiapoptotico pela inibicdo da
ativacdo de caspases (BAYDAS et al., 2005). A maioria dos estudos disponiveis
avaliaram as acOes de melatonina durante o cultivo de embrides (TAKADA et
al., 2010; TAKADA et al. 2012) e alguns poucos focaram no papel direto desse
hormdnio na maturagdo do odcito (EL-RAEY et al. 2011; TAMURA et al.,
2013). No entanto, seus efeitos, bem como o seu mecanismo de acdo

relacionados & maturacao e ao desenvolvimento do embrido ainda necessitam de
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maior compreensdo (PAULA-LOPES et al., 2013; CRUZ et al., 2014b). E
importante ressaltar que nos trabalhos correlatos ao assunto existentes na
literatura a suplementacdo direta de melatonina ao meio MIV de oécitos bovinos
submetidos ao choque térmico ndo foi avaliada e, portanto, esse € um campo de
pesquisa a ser explorado.

Diante dos efeitos do estresse térmico na reproducdo, torna-se
importante a realizagdo de estudos para avaliar o papel termoprotetor do IGF-1 e
antioxidante da melatonina em diferentes concentracbes na MIV de odcitos
bovinos como forma de amenizar os danos celulares causados pelo estresse
térmico. Objetivou-se avaliar o efeito termoprotetor e antioxidante do IGF-I ou
melatonina adicionados ao meio MIV de oécitos bovinos submetidos ao choque
térmico sobre a qualidade dos odcitos e a competéncia de desenvolvimento a
blastocistos, bem como a qualidade dos embrides produzidos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Influéncia do estresse térmico na reproducao

O estresse térmico é um grande problema que afeta a industria de
producdo de bovinos mundialmente (SILVA et al., 2013). Tal fato apresenta
consequéncias na fisiologia e no desempenho reprodutivo de vacas, porém o
principal efeito para os produtores é a reducdo da fertilidade (SILVA et al.,
2013; DE RENSIS; GARCIA-ISPIERTO; LOPEZ-GATIUS, 2015). O estresse
térmico pode ser definido como um ambiente quente que atua alterando a
temperatura corporal do animal para um valor acima da temperatura ideal, que é
de 38,0 a 39,1°C (HANSEN, 2009; ROBERTSHAW, 2004).

A reducdo na funcdo reprodutiva ocorre durante o verdo mesmo nos
animais que vivem em regides de clima temperado, sendo que a hipertermia
pode ocorrer de forma intensa em bovinos quando a temperatura ambiental esta
por volta de 25-28 °C (HANSEN, 2007; SILVA, 2011; DE RENSIS; GARCIA-
ISPIERTO; LOPEZ-GATIUS, 2015). Em bovinos de leite, estima-se que a taxa
de concepcdo comega a diminuir quando a temperatura uterina sobe cerca de
0,5°C acima do normal (GWAZDAUSKAS; THATCHER; WILCOX, 1973).

Como resposta fisiologica ao estresse térmico, ocorrem reducdo na
producdo de calor corporal, na ingestdo de alimentos e na producdo de leite
(reducdo da producdo de calor pelo metabolismo de nutrientes), aumento da
circulagdo sanguinea periférica (aumento da perda de calor por condugédo e
conveccdo) e do volume respiratério (perda de calor por evaporacao)
(CHOSHNIAK et al., 1982; HANSEN; ARECHIGA, 1999; AL-HAIDARY et
al., 2001; HANSEN, 2004). Seus efeitos sobre a fertilidade incluem reducédo da
taxa de concepcdo, aumento do nimero de dias em abertos e elevada taxa de
anestro (DE RENSIS; GARCIA-ISPIERTO; LOPEZ-GATIUS, 2015). O
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estresse térmico € considerado um problema multifatorial que afeta fungdes
fisiologicas e celulares em vérios tecidos (PAULA-LOPES et al., 2013).
Compromete o crescimento folicular (TORRES-JUNIOR et al., 2008;
HANSEN, 2013), reduz o tamanho do foliculo dominante (WEBB;
CAMPBELL, 2007), reduz a secre¢io hormonal (TORRES-JUNIOR et al.,
2008; RISPOLI et al., 2013) e aumenta da secrecdo de prostaglandina pelo
endométrio (PUTNEY et al., 1988). Além disso, compromete a qualidade e a
capacidade de desenvolvimento do embrido (RISPOLI et al., 2013).

O estresse térmico pode levar ao aumento da circulagéo periférica com o
intuito de aumentar a perda de calor por convecgdo. Como consequéncia, ocorre
reducdo do fluxo sanguineo no Utero e aumento da temperatura local. Isso
representa a geracdo de um ambiente inadequado no trato genital para a
sobreviéncia do odcito, espermatozoide e zigoto (ROMAN-PONCE et al., 1978;
LUBLIN; WOLFENSON, 1996; DE RENSIS; GARCIA-ISPIERTO; LOPEZ-
GATIUS, 2015). Assim, essas alteracdes aumentam a perda embrionaria nos
estagios iniciais do desenvolvimento.

A reducgdo na competéncia de desenvolvimento embrionario decorre das
inimeras alteragdes celulares induzidas pelo estresse térmico, destacando-se 0s
danos ao citoesqueleto, a inducdo da apoptose e ao estresse oxidativo
embrionario (LIMA et al., 2013). Portanto, o conhecimento dos danos celulares
e dos mecanismos desencadeados pelo estresse térmico sdo de grande
importancia para o desenvolvimento de medidas corretivas destinadas a
minimizar os efeitos adversos da temperatura elevada na funcéo reprodutiva dos
bovinos (LIMA et al., 2013).

A susceptibilidade embrionaria a temperatura elevada ja foi bem
caracterizada tanto em experimentos in vivo quanto in vitro (LIMA et al., 2013).
Uma das consequéncias da exposicdo a temperaturas elevadas no embrido

bovino, durante a fase de pré-implantacdo é a indugdo da apoptose em uma
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fracdo dos blastdmeros (HANSEN, 2007). A inducédo da apoptose é causada, em
parte, por alteragfes ultraestruturais como a ruptura de microfilamentos e
microtubulos, que resultam em redistribuicdo de organelas, vacuolizacdo e
rompimento da membrana mitocondrial (RIVERA et al., 2003; RIVERA et al.,
2004). Ademais, Brad e Hansen (2006) relataram que a apoptose induzida pelo
choque térmico no embrido de duas células é o resultado da disfuncédo
mitocondrial mediada por ativacdo das caspase-9 e 3.

Ao longo dos anos, muitas pesquisas tém focado no estudo dos
mecanismos pelos quais a temperatura elevada reduz os indices reprodutivos. No
entanto, as estratégias atualmente disponiveis para solucionar esse problema
ainda sdo limitadas (LIMA et al., 2013).

2.2 Influéncia do estresse térmico na qualidade oocitaria

Muitos dos efeitos do estresse térmico sobre a fungdo do odcito e do
embrido envolvem agdes diretas da temperatura na fungdo celular (HANSEN,
2014), afetando os eventos necessarios para a maturagdo do odcito, fertilizacdo e
capacidade de desenvolvimento do embrido (PAULA-LOPES et al., 2012; 2013;
HANSEN, 2013; MOUSSA et al., 2015). Os mecanismos responsaveis pela
reducdo da competéncia odcitaria sdo complexos e ndo estdo totalmente
compreendidos (MOUSSA et al., 2015), bem como os fatores envolvidos na
resisténcia térmica ao estresse (PAULA-LOPES et al., 2013).

Durante a maturacdo oocitaria em preparacdo para a fetilizagdo e
subsequente desenvolvimento embrionario, ocorrem mudancas no nucleo e no
citoplasma (LANDIMG-ALVARENGA; MAZIERO, 2014). Essas mudangas
podem ser afetadas pela exposi¢do oocitaria ao estresse térmico (MAYA-

SORYANO, et al., 2013), induzindo o envelhecimento precoce do odcito, pela
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aceleracdo do processo de maturacdo (EDWARDS et al., 2005; ANDREU-
VAZQUEZ et al., 2010).

Entre os eventos de maturacdo citoplasmatica e nuclear comprometidos
pelo estresse térmico podem ser citados: maturacdo nuclear e translocacdo dos
granulos corticais do oolema (maturacdo citoplasmatica) (MAYA-SORIANO et
al., 2013), formacdo do fuso e rearranjo do citoesqueleto, as quais poderiam
levar a maturacdo nuclear incompleta, falha na fertilizagdo, e/ou formacao
anormal do zigoto (ROTH; HANSEN, 2004, 2005). Alguns estudos relatam que
o cultivo de odcitos a 41°C tende a reduzir a proporcdo de o0citos que
completam a maturagdo nuclear (PAYTON et al., 2004; ROTH; HANSEN,
2005), bem como aumentar a proporcdo de pro-nucleos apoptéticos
(MONTERROSO et al., 1995; ROTH; HANSEN, 2004).

Em decorréncia das alteragGes descritas, 0 nimero de o6citos maturados
e a propor¢do de odcitos que se tornam blastocistos sdo reduzidos pelo estresse
térmico (ROTH; HANSEN, 2005; NABENISHI et al., 2012). Segundo Roth e
Hansen (2005), a maioria dos odcitos submetidos ao choque térmico tém o
desenvolvimento interrompido nos estagios metéfase |1 (MI) a metafase Il (MII).
Além disso, odcitos obtidos de vacas Holandesas durante o verdo em
comparagdo com oo6citos coletados no inverno, apresentaram reducdo na
qualidade e no numero de estruturas coletadas, o que resultou na diminuicdo da
capacidade de desenvolvimento até o estadio de blastocisto (AL-KATANANI;
PAULA-LOPES; HANSEN, 2002; GENDELMAN et al., 2010).

A intensidade do estresse pode ser considerada uma funcdo da
temperatura e do tempo de exposi¢do (PAULA-LOPES et al., 2012). O choque
térmico moderado (40°C), durante as primeiras 12 horas de MIV, reduz a
proporcdo de odcitos clivados no dia 3 e a taxa de blastocisto no dia 8, apds a
fecundacéo in vitro (FIV) (ROTH; HANSEN, 2004; PAULA-LOPES et al.,

2008). A exposicdo de odcitos bovinos a temperatura extrema (42 a 44°C), ou &
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temperatura de 40 a 41°C, durante as primeiras 12 horas de maturagéo in vitro
(MI1V), blogueia ou reduz o desenvolvimento embrionario pré-implantacional
(ROTH; HANSEN, 2004; PAULA-LOPES et al., 2008).

Os efeitos da temperatura elevada na funcdo oocitaria foram
demonstrados em experimentos in vitro em que o choque térmico foi aplicado
em odcitos na fase de vesicula germinativa (VG) (PAULA-LOPES et al., 2012).
Durante o periodo em que os odcitos permanecem em fase de VG no foliculo
antral (42 dias), o6citos podem ser expostos as flutuacGes diérias de temperatura
corporal, acima de 41°C, comprometendo a funcdo oocitaria antes da maturagdo
(LUSSIER; MATTON; DUFOUR, 1987; RIVERA; HANSEN, 2001; PAULA-
LOPES et al., 2012).

Uma estratégia potencial para melhorar a eficiéncia de sistemas de
producdo de embriBes in vitro é de alterar as condi¢des de MIV de od6citos e
cultivo in vitro (CIV) de embriGes para mimetizar a fisiologia embrionaria in
vivo. Essa alteracdo pode ser realizada por meio da adicdo de fatores de
crescimento, antioxidantes, hormdnios e outras moléculas regulatdrias (BLOCK,
2007; BLOCK; HANSEN 2007; HANSEN, 2013).

2.3 Influéncias dos radicais livres na qualidade oocitaria

Os radicais livres sdo definidos como moléculas ou fragmentos
moleculares que contém um ou mais elétrons desemparelhados em sua Orbita
atdbmica ou molecular. Radicais livres e suas espécies ndo radicais relacionadas
sdo chamadas de espécies reativas de oxigénio (EROS) e espécies reativas de
nitrogénio (ERNS) (TAMURA et al., 2009). Os radicais livres sdo considerados
prejudiciais para o oocito (TAMURA et al., 2009) e para o desenvolvimento

embrionério (TAKAHASHI, 2012), em razdo da sua capacidade de destrui¢do
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do DNA, aceleracdo da apoptose e deterioracdo da membrana lipidica
(KOWALTOWSKI; VERCESI, 1999).

O embrido bovino requer energia para um rapido crescimento e
diferenciagdo, utilizando trifosfato de adenosina (ATP) e nicotinamida adenina
dinucleétido fosfato (NADPH). Esses substratos sdo produzidos por meio da
cadeia transportadora de elétrons nas mitocdndrias. As EROS também sdo
geradas como subproduto desse sistema de producéo de energia (TAKAHASHI,
2012). Além do fato de que as EROS sejam produzidas pelo metabolismo
normal das células (TAMURA et al., 2009), sua formagdo também esta ligada
aos efeitos diretos da temperatura elevada (HANSEN, 2013).

A hipertermia é considerada uma das causas do estresse oxidativo nas
células e nos tecidos, por meio da geracdo do perdxido de hidrogénio (H,0,) ou
anion superéxido (O;). Em condicdes fisioldgicas, o O, é degradado a H,0,
pela enzima superoxido dismutase (SOD) no citosol e na mitocéndria. O H,0, é
entdo removido pela catalase ou glutationa peroxidase (GPx) e glutationa
transferase (FISHER et al, 1991; JU et al, 2005). Concentragdes
suprafisiolégicas de EROS foram associadas com efeitos deletérios, em
decorréncia da destruicdo ou alteracdo de proteinas, lipideos e acidos nucleicos
em células (MA, 2010). Tem sido relatado que o H,O, e 0 O,” podem causar
efeitos diretos nas mitocondrias e ativar proteases e as caspases, resultando em
condensagdo da cromatina e fragmentacédo, apoptose, alteragdo da divisdo celular
e do desenvolvimento embrionério (VELEZ-PARDO et al., 2007).

Outro fator que pode alterar a producdo de EROS esta relacionado ao
fato de que as concentragdes intra e extracelulares de EROS séo reguladas pelo
balangco entre enzimas antioxidantes e prd-oxidantes, portanto, qualquer
alteracdo fisiologica pode acarretar em uma produgdo excessiva de EROS
(TAKAHASHI, 2012), podendo levar ao seu acimulo e ser responsavel pelo

estresse oxidativo (TAMURA et al., 2013). O estresse oxidativo pode ser
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definido como o desequilibrio entre espécies oxidantes celulares como EROS e
antioxidantes, e possui um efeito toxico direto nas células, podendo levar a
peroxidacdo lipidica, oxidacao de proteinas, danos ao DNA (CRUZ et al., 2014a,
2014b; TAMURA et al., 2013; ZHANG et al., 2013) e inducdo da apoptose
(TAKAHASHI, 2012), podendo danificar o6citos e células da granulosa dentro
do foliculo (TAMURA et al., 2013).

O equilibrio entre a producdo de EROS e a acdo de antioxidantes é um
fator importante para maturagdo dos odcitos e fertilizagdo (TAMURA , 2009).
Durante a MIV, o od6cito é mais suscetivel ao estresse oxidativo, em razdo da
defesa antioxidante reduzida, o que prejudica-o e afeta o desenvolvimento
embrionario subsequente (DU PLESSIS et al., 2008; ZHANG et al., 2013). Tem
sido relatado que o estresse oxidativo também pode ser um importante
mecanismo envolvido nos efeitos toxicos de procedimentos de criopreservagao,
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). Embora o impacto do estresse oxidativo no odcito e na funcdo
reprodutiva ndo seja completamente compreendido, demonstrou-se que 0 mesmo
afeta a homeostase do Ca®* no 6cito e, assim, também a maturagdo do o6cito e
interacdo oocito-espermatozoides (AGARWAL et al., 2012).

A producdo de EROS é aumentada quando o6citos em maturagdo e
embrides em estagio inicial de clivagem sdo expostos ao choque térmico in vitro
(SAKATANI; KOBAYASHI; TAKASHI et al., 2004; NABENISHI et al.,
2012). Além disso, Bernabucci et al. (2012) relataram que vacas da raca
Holandesa expostas ao estresse térmico apresentaram aumento do estresse
oxidativo. Resultados como esses sugerem ser possivel melhorar as defesas
antioxidantes e, assim, reduzir os efeitos do estresse térmico sobre a fertilidade.

No entanto, a maioria das tentativas, nesse sentido, falharam, incluindo inje¢des
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de vitamina E com ou sem selénio (ARECHIGA et al., 1998) e injecdo de B-
caroteno (PAULA-LOPES et al., 2003).

Ainda ndo h& conhecimento suficiente sobre a suplementacdo
antioxidante, a qual provavelmente € o meio mais eficaz para melhorar a
fertilidade durante o estresse térmico (HANSEN, 2013). Existem indicacdes de
gue a administracdo crbnica de antioxidantes, tais como a melatonina
(GARCIA-ISPIERTO; ABDELFATAH; LOPEZ-GATIUS, 2013) pode
melhorar a fertilidade, porém ainda ha a necessidade de mais pesquisas
(HANSEN, 2013). Perseguir essas e outras abordagens terapéuticas para reduzir
as consequéncias do estresse térmico em espécies animais, deve ser prioridade,
pelas perspectivas da continuagdo na mudanga climatica global (HANSEN,
2013). Igualmente imporante é a elucidacdo dos mecanismos precisos, por meio
dos quais o estresse oxidativo afeta o o6cito (LIAN et al., 2013).

2.4 Atividade mitocondrial nos oécitos

As mitocondrias tém sido objeto de um grande nimero de estudos e
recentes evidéncias tém demonstrado a influéncia direta ou indireta da mesma na
competéncia do odcito e desenvolvimento do blastocisto (CHAPPEL, 2013;
MOUSSA et al., 2015). Além disso, sdo consideradas o local de expressdo de
marcadores que refletem a qualidade do odcito (MOUSSA et al., 2015). No
entanto, sua contribuicdo na determinacdo da competéncia de desenvolvimento
do odcito e producdo de EROS em odcitos e embrides ainda ndo esta totalmente
esclarecida (MARTINO et al., 2013).

As mitocondrias ndo se dividem, durante as fases iniciais de
desenvolvimento embrionério, o que sugere que as de origem o0citéria devem
apresentar recurso de energia para o inicio da clivagem até que novas vias

metabdlicas sejam iniciadas (TARAZONA et al., 2006). Durante a maturagdo e
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fertilizagdo do odcito, alteragfes nucleares durante a maturacdo do odcito sao
coordenadas com movimentos de organelas e alteragBes bioquimicas no
citoplasma para assegurar uma adequada fertilizacdo e o desenvolvimento
embrionario (LIU et al., 2010).

A maturacdo nuclear € relacionada com o aumento da atividade
respiratéria mitocondrial, aumento no numero de locais ativos em cada
mitocondria, além da alteragcdo na distribuicdo mitocondrial (RUSSO et al.,
2014), tornando-se difusa por todo o citoplasma (TARAZONA et al., 2006).
Outros eventos de maturacdo que sdo dependentes da geracdo de ATP, como o
rearranjo do citoesqueleto e a maturagéo nuclear e citoplasmatica necessitam de
alta atividade mitocondrial (WANG; LESSMAN, 2002; PICTON; BRIGGS;
GOSDEN, 1998) .

No odcito ndo fertilizado e nos estagios iniciais de desenvolvimento
durante a pré-implantacdo, as mitocondrias sdo a principal fonte de energia, por
meio da producdo de ATP pela fosforilagdo oxidativa via lactato e piruvato
(LANE; GARDNER, 1998; DUMOLLARD et al.,, 2004; DUMOLLARD;
DUCHEN; CARROLL, 2007). Além disso, possuem acdo na homeostase do ion
calcio (Ca*") e sinalizacdo de  transducdo (BROOKES et al., 2004;
DUMOLLARD et al., 2009) e apoptose (RAMALHO-SANTOS et al., 2009). A
dependéncia de ATP por embrifes no estagio inicial de desenvolvimento
diminui depois da ativagdo do genoma, sendo que, durante esse periodo, a
principal via utilizada é a glicélise anaerébica (TURCOTTE, 2003).

Com o aumento da fosforilagdo para producdo de ATP, ocorre o
aumento da producdo de EROS, o que torna as mitocondrias a principal fonte de
EROS (CADENAS; DAVIES, 2000). Além disso, oocitos em MIl em
comparagdo com od6citos em VG tendem a aumentar o conteudo de ATP e
aumentar a producdo intracelular de EROS (RUSSO et al., 2014). Dessa forma,

a perturbacdo na atividade mitocondrial pode ocasionar aumento na produgao de
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EROS e liberacdo de citocromo c¢ mitocondrial, que conduz a apoptose
(BROOKES et al., 2004).

Uma variacdo significativa nas concentragdes de EROS pode ser
observada durante o processo de matura¢do, a qual pode ser atribuida a
variacdes na atividade metabdlica do odcito nas diferentes fases do processo de
maturacdo, com participacdo ativa da cadeia respiratéria (MORADO et al.,
2009). Em odcitos e hepatociotos, a producdo de EROS e aumento da respiragdo
mitocondrial foram relacionados a um aumento da utilizagcdo do ATP resultante
da atividade mitocondrial mais intensa, além disso, regiGes produzindo altas
concentragdes de EROS foram colocalizadas com mitocondrias (RAVAL et al.,
2006; MARTINO et al., 2012).

O estresse oxidativo e os danos mitocondriais tém sido associados com o
declinio da qualidade e do envelhecimento dos odcitos (ZANDER-FOX; LANE
et al., 2012). O envelhecimento celular diminui a capacidade do odcito em
reduzir o estresse oxidativo (SHIH et al., 2014; SILVA et al., 2015), 0 que tem
sido proposto como uma das causas de diminuicdo do desenvolvimento
embrionario (MEHAISEN et al., 2015). Portanto, a adicdo de antioxidantes ao
meio de cultura pode ser o préximo passo na tentativa de resgatar a fungdo
mitocondrial e, por conseguinte, a producdo de ATP (ZANDER-FOX; LANE et
al., 2012), apoiando, dessa forma, o desenvolvimento embrionério (KUMAR et
al., 2015; SILVA et al., 2015).

2.5 Fator de crescimento semelhante a insulina tipo |
O ambiente do trato reprodutivo contém varios fatores de crescimento e

moléculas que s@o responsaveis por regular o desenvolvimento embrionério

(BLOCK, 2007). Entre tais moléculas, os fatores de crescimento desempenham
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um papel importante por regular a mitogénese, a diferenciagédo, o metabolismo e
a apoptose celular (DIAZ-CUETO; GERTON, 2001).

Apesar de suas acdes no desenvolvimento embrionério inicial, fatores de
crescimento ndo sdo rotineiramente incluidos na cultura de embrides (PAULA-
LOPES et al., 2012). A falta de exposicdo a um fator de crescimento pode ser
uma razdo pela qual os embribes produzidos in vitro diferem dos cultivados in
vivo em termos de metabolismo, expressdao génica, sobrevivéncia e
desenvolvimento apds transferéncia (KHURANA; NIEMANN, 2000; VAN
WAGTENDONK LEEUW, 2000; BERTOLINI et al., 2002). Um fator de
crescimento que modifica a fisiologia embrionaria é o fator de crescimento
semelhante a insulina tipo | (IGF-1), o qual apresenta efeitos benéficos sobre o
desenvolvimento de embrides bovinos durante o CIV (BLOCK, 2007).

O IGF-I é um pequeno peptideo formado de 70 aminoacidos com uma
massa molecular de 7649 daltons (LARON, 2001), sendo um dos dois ligantes
do sistema IGF (IGF-I, IGF-II), que também inclui dois receptores (IGF-IR,
IGF-IIR) (VELAZQUEZ et al., 2009). O receptor tipo | (IGF-IR) medeia a
maioria das a¢des do IGF-I e |1, sendo a afinidade desse receptor para IGF-1 um
pouco maior do que para o IGF-Il. Os efeitos do IGF-Il sdo provavelmente
mediados por meio dos receptores de IGF-1. O receptor tipo Il liga-se ao IGF-II,
porém, ao IGF-1 com uma afinidade muito baixa (SILVA; FIGUEIREDO; VAN
DEN HURK, 2009). Para se controlar a biodisponibilidade de IGF-I e I, ha seis
proteinas de ligacdo de IGF (IGFBP), que se ligam a IGF-I e Il com alta
afinidade (MONGET et al., 2002, Figura 1). Recentemente, a existéncia de um
terceiro ligante, denominado IGF-I1l1, foi demonstrado em peixes. A expressdo
de mRNA do IGF-III parece ser restrita a células somaticas, células da granulosa

no ovario e células intersticiais do testiculo (REINECKE, 2010).
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Ligante de alta afinidade ao IGF Ligante de baixa afinidade ao IGF
A
I Complexo de Complexo de [ A 1
150kD 130kD

!Q@g@g ® mn

Fragmentos

IGFBP-1 IGFBP-2 IGFBP-3 IGFBP-4 IGFBP-5 IGFBP-6 IGFBP-1Ps proteolizados de
IGFBP

Protease da
IGEBP d IGF-1TI

Receptor
IGFBP Receptor Receptor

IGF Tipo I IGF Tipo II

Receptor
IGBP-rP(s)

Figural O sistema IGF. Os componentes desse sistema incluem os peptideos
IGF-I e Il, IGFBP-1 a -6, IGFBP-rPs, protease das IGFBP(s),
receptores do IGF tipo | e Il e potenciais receptores IGFBP(s) e
IGFBP-rP(s). M6P, Manose-6-fosfato

Fonte: Adaptado de Hwa, Oh e Rosenfeld (1999).

Os IGF-I e Il desempenham mdaltiplos papéis no metabolismo celular,
auxiliando o crescimento, a proliferacdo e a diferenciacdo de muitos tipos de
células, a maturacdo do odcito, o desenvolvimento embrionario e também
aumentando o numero de células totais em blastocistos (SATRAPA et al., 2011;
SARTORI et al., 2013; MEIUY; LIU; ROTH, 2015; ARAT et al., 2015).

O sistema IGF tem importante papel no crescimento folicular, por meio
da estimulacdo da proliferacdo das células da granulosa e do sinergismo com as
gonadotrofinas, para promover a diferenciagdo das células foliculares
(OLIVEIRA; FERREIRA; MINGOTI, 2011). Efeitos mitogénicos e,
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principalmente, antiapoptéticos induzidos pelo IGF-1 tém sido relatados em
embriGes bovinos em fase de pré-implantacdo (MATSUI et al., 1997,
VELAZQUEZ et al., 2009; VELAZQUEZ et al., 2011).

A adicdo de IGF-1 ao meio de cultivo pode alterar a abundancia de
alguns genes relacionados ao desenvolvimento (BLOCK; HANSEN, 2007),
reduzir a proporcéao de blastdmeros apopticos (BLOCK et al., 2003), aumentar o
namero de células do blastocisto, a resisténcia ao choque térmico celular e o
desenvolvimento de embriGes bovinos para o0 estagio de blastocisto
(SIRISATHIEN; BRACKETT, 2003; JOUSAN; HANSEN, 2007; BLOCK;
HANSEN, 2007).

Foi demonstrado que a exposicdo de vacas leiteiras ao estresse térmico
diminui os niveis circulantes de IGF-I, levando ao comprometimento da
qualidade oocitaria (DE RENSIS; SCARAMUZZI, 2003). No entanto, o
aumento das taxas de prenhez na transferéncia de embrides, durante o ver&o,
pode ser obtido pela exposi¢do dos embrides ao IGF-1, durante o cultivo, antes
da transferéncia (BLOCK; HANSEN, 2007).

O tratamento de morulas bovinas com IGF-I reduziu os efeitos deletérios
do choque térmico no que se refere ao desenvolvimento ao estagio de blastocisto
e a apoptose (JOUSAN; HANSEN, 2004; JOUSAN; HANSEN, 2007). Assim, a
suplementagdo de IGF-1 no meio de cultivo pode alterar os processos de
desenvolvimento, resultando em blastocistos com maior capacidade de
sobrevivéncia, durante o estresse térmico. Outra possibilidade é a de que
embrides tratados com IGF-1 possam superar alteragdes uterinas e no concepto
causadas pelo estresse térmico (BLOCK, 2007). Uma possibilidade é a de que as
acoes do IGF-I no desenvolvimento in vitro do embrido podem auxiliar no
desenvolvimento do concepto e ou secrecdo hormonal, durante o
reconhecimento materno da prenhez, quando o embrido sofre alongamento e
libera interferon-tau (IFN-t) (BLOCK et al., 2007).
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E possivel que o IGF-1 exerga um papel termoprotetor nos o4citos em
fase de vesicula germinativa expostos a temperatura elevada, reduzindo a morte
celular e promovendo o desenvolvimento embrionario pré-implantacional
(PAULA-LOPES, 2012). A acdo benéfica do IGF foi demonstrada quando o
fator foi adicionado ao meio de CIV (100 ng/mL) de embrides bovinos expostos
ao choque térmico (JOUSAN; HANSEN et al., 2004). Nesse estudo, houve
melhoria do desenvolvimento embrionario, com o aumento no nimero total de
células e redugdo no nimero de blastbmeros apoptaticos.

Estudos avaliando a adigdo de IGF-I ao meio MIV de o6citos bovinos
submetidos ao choque térmico relataram que a adicdo de 100 ng/mL reverteu os
efeitos da temperatura elevada na inducéo da apoptose e atividade mitocondrial
(ISPADA et al, 2010, 2011). No entanto, Risolia et al. (2011) relataram que a
concentracdo de 100 ng/mL n&o foi capaz de se contrapor aos efeitos negativos
do choque térmico no desenvolvimento ao estadio de blastocisto. Experimentos
com FIV demonstraram que a exposi¢cdo in vivo de od6citos bovinos a
concentracdes suprafisiolégicas de IGF-I induziu alteracdes na expressdo de
genes importantes para o desenvolvimento pré-implantacional de embrides
produzidos in vitro (OROPEZA et al., 2004; ZARAZA et al., 2010).

Moss, Lima e Paula-Lopes (2009) avaliaram o efeito do IGF-I na
reducdo do efeito da menadiona, uma naftoquinona utilizada como fonte de
vitamina K na alimentagdo animal, a qual pode gerar EROS e ocasionar a
apoptose. Segundo os autores, o mecanismo pelo qual o IGF-I protege os
embrides dos efeitos da menadiona envolve a inibicdo dos efeitos ocasionados
pelas EROS, como a apoptose, e ndo por meio do bloqueio de sua producio. E
possivel, no entanto, que a inibi¢do da apoptose ndo seja 0 Unico mecanismo
envolvido por IGF-I para a protecdo embrionéria (MOSS; PONTES; HANSEN,
2009). Em embrides expostos ao choque térmico, o IGF-1 reduz as células

apoptdticas, por meio da ativacdo da via fosfatidil 3-quinase/Akt (JOUSAN;
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HANSEN, 2004, 2007). Outro possivel mecanismo pelo qual o IGF-1 pode
reduzir as consequéncias das EROS seria por meio do aumento da sintese da
proteina p53. Essa proteina pode ser translocada para a mitocondria em resposta
as EROS e pode interagir com a DNA-polimerase ¢ mitocondrial, resultando no
aumento da replicacdo mitocondrial (ACHANTA et al., 2005). Evidéncias
sugerem que as mitocondrias sdo mais ativas nas fases iniciais do
desenvolvimento embrionario bovino (TARAZONA et al., 2006), sendo que o
aumento da presenga de mitocondrias ativas pode aumentar a resposta dos
radicais livres ao choque térmico (HANSEN, 2007).

Além disso, o IGF-lI pode bloquear os efeitos de H,O, sobre o
desenvolvimento de embriGes de camundongos (KURZAWA et al., 2002). Esse
resultado pode ser decorrente da acdo estimulatéria do IGF-1 na producdo de
enzimas antioxidantes.

Os mecanismos celulares pelos quais a temperatura elevada e o IGF-I
afetam a competéncia dos odcitos expostos ao estresse térmico ndo sao
totalmente compreendidos (MEIUY; LIU; ROTH, 2014; MOUSSA et al., 2015).
Uma melhor compreensdo das respostas fisiolégicas de o6citos submetidos ao
estresse térmico pode auxiliar no entendimento dos mecanismos envolvidos na
termoprotecdo, permitindo, assim, o desenvolvimento de novas estratégias para

reverter os efeitos do estresse térmico na produgdo in vitro (PIV) de embrides.

2.6 Acao antioxidante da Melatonina

Antioxidantes vém sendo utilizados por diversos sistemas de PIV de
embriGes com o intuito de minimizar os efeitos toxicos causados pela produgéo
de radicais livres (TIAN et al., 2014; WANG et al., 2014; CHEUQUEMAN et
al., 2015). Nesse contexto, a melatonina ¢ uma alternativa por apresentar

mecanismos antioxidantes e capacidade antiapoptética (TIAN et al., 2014). A
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melatonina (N-acetil-5-metoxi triptamina) é uma pequena indoleamina lipofilica
produzida a partir do triptofano na glandula pineal de maneira circadiana em
mamiferos (REITER, 1991; REITER; TAN; KORKMAZ, 2009; KUMAR et al.,
2015).

A melatonina tem efeito multifatorial nos animais (GARCIA-IPIERTO;
ABDELFATAH; LOPEZ-GATIUS, 2013). Modula o ritmo circadiano
(GILLETTE; TISCHKAU, 1999), a reprodugdo (ASHRAFI; KOHRAM, H.;
ARDABILI, 2013) e os sistemas neuroendécrino, imunolégico e cardiovascular
(CARDINALLI; PEVET, 1998; REITER; TAN; KORKMAZ, 2009; ASHRAFI;
KOHRAM, H.; ARDABILI, 2013). Além da sua atuacdo sistémica, estudos tém
sugerido sua atuacdo na fisiologia ovariana, uma vez que foram detectadas altas
concentracdes de melatonina no fluido folicular e a presenca de seus receptores
em células foliculares (ROCHA, 2011). O equilibrio entre EROS e antioxidantes
no interior do foliculo, parece ser critico para a fungdo do odcito e células da
granulosa e evidéncias tém demonstrado que a melatonina esta envolvida na
protecdo dessas células (CRUZ et al., 2014a).

A melatonina e seus metabolitos sdo considerados poderosos
antioxidantes indiretos, sequestradores de radicais livres  diretos,
imunoestimuladores e citoprotetores (SCHAFFAZICK et al., 2005; ADRIAENS
et al., 2006; KANG et al., 2009), além de atuar na preservacdo mitocondrial
(JOU et al., 2010). A melatonina atua eliminando diretamente diferentes tipos de
radicais livres como o O,, H,0, acido hipocloroso, Oxido nitrico e &nion
peroxinitrito (HARDELAND, 2005). No entanto, recentes estudos in vitro tém
demonstrado que a melatonina pode apresentar atividade pro-oxidante
(BEJARANO et al., 2011; GIRISH et al., 2013).

A melatonina é considerada uma molécula altamente eletroreativa que
atua como um poderoso doador de elétrons, neutralizando EROS e ERNS
(VIJAYALAXMI et al., 2004). Além disso, a melatonina estimula varias



30

enzimas antioxidantes incluindo SOD, GPx, catalase, glutationa redutase e ligase
glutamil glicina (REITER et al., 2013; KUMAR et al., 2015). Estudos tém
mostrado que a melatonina melhora os niveis intracelulares de glutationa, por
estimular a enzima limitante de sua biossintese, y-glutamilcisteina sintetase
(ROCHA et al.,, 2011). Por meio do aumento da atividade de enzimas
antioxidantes e reducdo da atividade de pré-oxidantes, a melatonina atua na
reducdo dos danos ao DNA nuclear e protege a membrana lipidica de danos
oxidativos (peroxidacdo lipidica), melhorando a capacidade de defesa
antioxidante total do organismo (REITER; TAN; KORKMAZ, 2009; WANG et
al., 2013).

Ademais, a melatonina age como um hormdnio antiapoptético, por meio
da inibicdo da liberacdo do citocromo c, da inibicdo e inducdo da expressdo das
proteinas pré-apoptética Bax e antiapoptética Bcl-2, respectivamente. A
melatonina também pode atuar por meio da inibicdo da ativacdo das caspases -9
e -3 (BAYDAS et al., 2005).

Sua acdo protetora foi descrita para diferentes biotecnologias
reprodutivas em bovinos (CEBRIAN-SERANO et al., 2013; WANG et al.,
2014; TIAN et al., 2014), ovinos (CASAO et al., 2010), suinos (RODRIGUEZ-
OSORIO et al., 2007) e bubalinos (MANJUNATHA et al., 2009). Alguns
estudos tém focado no papel direto da melatonina na maturacdo do odcito e
luteinizacdo de células da granulosa, utilizada como antioxidante com a funcéo
de reduzir o estresse oxidativo induzido por EROS (TAMURA et al., 2013).
Existem evidéncias de que a melatonina pode melhorar a fungdo do ovério e a
sobrevivéncia embrionéria in vitro (SHI et al., 2009), sendo que a maioria dos
estudos avaliaram as acgOes de melatonina durante a cultura de embribes
(TAKADA et al., 2012).

El-Raey et al. (2011) demonstraram que suplementagdo de melatonina,

em concentracdes de 10 e 50 ng/mL durante o processo de MIV teve um efeito
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positivo na qualidade de odcitos bovinos. A suplementagdo afetou a progressao
nuclear de odcitos bovinos, o que resultou em alta freqiiéncia de odcitos MlI
apos 22 horas de MIV. A suplementacdo de melatonina também resultou
reducdo de EROS nos o6citos, aumento das taxas de odcitos com mitocondrias
dispersas no citoplasma e células do cumulus expandidas. De maneira similar,
Takada et al. (2012) observaram que a adicdo de melatonina, durante a MIV de
odcitos bovinos, protegeu as CCs de danos ao DNA, mas esse efeito ndo
influencia o desenvolvimento do embri&o in vitro.

A adicdo de melatonina na dosagem de 1 pg/mL ao meio CIV de
embriGes ovinos aumentou a taxa de embrides eclodidos e diminuiu a taxa de
degenerados, aumentando a sobrevivéncia embrionaria (ABECIA; FORCADA;
ZUNIGA, 2002). A MIV de od6citos bubalinos com melatonina (20 e 50 uM),
resultou em aumento da taxa de maturacdo nuclear, danos ao DNA e
peroxidacao lipidica e produgdo embrionaria (MANJUNATHA et al., 2009). A
suplementagdo in vivo de caprinos com melatonina (3,0 mg) auxiliou o
crescimento folicular e a qualidade oocitéria, avaliada pela competéncia de
desenvolvimento dos o6citos, com maior taxa de clivagem e formacdo de
blastocistos (BERLINGUER et al., 2009).

Em estudo in vivo, Garcia-Ispierto, Abdelfatah e Lopez-Gatius (2013)
observaram que a administracdo de implantes de melatonina comegando aos 220
dias de gestacdo para vacas, durante o verdo, reduziu o intervalo de concepgédo
no periodo pos-parto subsequente e diminuiu a incidéncia de vacas que
apresentaram mais que trés servigos por concepc¢do. Recentemente Cebrian-
Serrano et al. (2013) avaliaram a suplementacdo de melatonina ao meio de CIV
de odcitos bovinos submetidos ao choque térmico. Nesse estudo, a
suplementagéo resultou em aumento da taxa de producdo de blastocistos, mas a

qualidade oocitaria ndo foi avaliada.
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Em razdo desses fatores, a utilizagdo da melatonina é uma estratégia
promissora para melhorar o desempenho reprodutivo de vacas submetidas a
estresse térmico (DE RENSIS; GARCIA-ISPIERTO; LOPEZ-GATIUS, 2015),
no entanto, seus efeitos, bem como o seu mecanismo de acdo relacionados a
maturacdo e o desenvolvimento do embrido ainda necessitam de maior
compreensdo (PAULA-LOPES et al., 2013; CRUZ et al., 2014b).
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3 CONSIDERACOES GERAIS

O estresse térmico é um dos fatores ligados a reducdo da eficéncia
reprodutiva mais estudados nos ultimos anos. A utilizacdo da técnica de PIV de
embrides tem possibilitado o estudo dos mecanismos pelos quais a temperatura
elevada influencia negativamente a viabilidade de odcitos embrides bovinos.
Uma das principais causas da reducdo da fertilidade é a producdo excessiva de
EROS pelas células, que possuem potencial para danificar oécitos e embrides.
No entanto, apesar dos estudos realizados, poucas sdo as alternativas para
reduzir a producdo e acdo das EROS. Portanto, a realizagdo de estudos com o
intuito de aprimorar os meios de MIV, FIV e CIV por meio da adi¢cdo de
substancias e a criagdo de protocolos de utilizacdo podem ser uma alternativa.

Sendo assim, o0s presentes estudos tém como objetivo colaborar com a
compreensdo da atuagdo do IGF-1 e da melatonina durante a MIV de odcitos
bovinos submetidos ao choque térmico. Dessa forma, os resultados da presente
pesquisa poderdo ser utilizados de forma rotineira em laboratérios comerciais

além de servir de base para posteriores pesquisas.
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Resumo

Objetivou-se avaliar o efeito termoprotetor e antioxidante do IGF-I sobre a
maturacdo de odcitos submetidos ao choque térmico e o subsequente
desenvolvimento in vitro. Duas condic¢des de incubagdo (convencional: 24 horas
a 38,5 °C ou choque térmico: 12 horas a 41 °C seguido por 12 horas a 38,5 °C) e
trés concentragdes de IGF-1 (0, 25 e 100 ng/mL) foram adicionados ao meio
MIV de odcitos provenientes de ovarios de abatedouro. Ndo houve interacéo
entre condicdo de incubacdo e concentragdo de IGF-I. A adicdo de IGF-1 ndo
alterou a taxa de maturacdo nuclear e de odcitos TUNEL-positivos, a atividade
de enzima caspase-3, a taxa de blastocisto no dia sete e no dia 8, o niamero total
de células e a taxa de massa celular interna (MCI). Porém, a atividade
mitocondrial e a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) foram
aumentadas no odcito, enquanto a taxa de células apoptéticas da MCI foi
reduzida pela adi¢do de IGF-1. O choque térmico aumentou a porcentagem de
odcitos TUNEL-positivos, aumentou a producdo de EROS e reduziu a atividade
mitocondrial. Em conclusdo, era esperado que a suplementacdo de IGF-I
apresentasse efeito antioxidante, no entanto, esse efeito ndo foi observado, além
disso, 0 aumento de EROS sugeriu um aumento no estresse oxidativo, contudo

melhorou a qualidade embrionéaria, por meio da redu¢do da apoptose celular.

Palavras-chave: termoprotecdo, producdo in vitro de embrides, estresse

térmico, qualidade embrionaria
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Introducéo

A hipertermia afeta diretamente a fisiologia reprodutiva (Moussa et al.
2015), sendo que entre todas as funcBes fisioldgicas dos mamiferos, essa é
considerada a mais susceptivel (Hansen, 2015). A maior parte dos efeitos do
estresse térmico sobre o estabelecimento e a manutencdo da prenhez envolve
mudangas na fungdo ovariana, que reduzem a competéncia do oocito em ser
fertilizado e o desenvolvimento embrionario (Hansen et al. 2013).

Muitos dos efeitos do estresse térmico sobre os o6citos e embribes
envolvem acdes diretas da temperatura elevada na fungdo celular (Hansen,
2015), afetando os eventos necessarios para a maturagdo do odcito, fertilizagéo e
capacidade de desenvolvimento do embrido (Paula-Lopes et al. 2012; 2013;
Moussa et al. 2015). A reducdo da funcdo do odcito bovino induzida pelo
estresse térmico ocorre em razdo de uma série de alteracGes celulares que afetam
a funcdo nuclear e os compartimentos celulares (Paula-Lopes et al. 2012). A
exposicao de oocitos a temperatura elevada, durante a maturagéo in vitro (MIV),
pode afetar a maturacdo nuclear (Nabenishi et al. 2012), a formagéo do fuso, a
organizacdo de microtdbulos (Ju et al. 2005), a atividade mitocondrial (Paula-
Lopes et al. 2013), além de induzir a apoptose (Roth; Hansen, 2004) e a
formacdo de radicais livres (Tamura et al. 2013).

A relacédo entre a qualidade do odcito e a eficiéncia reprodutiva tem sido
demonstrada e, em razdo disso, a melhor compreensdo dos mecanismos basicos
pelos quais 0 estresse térmico compromete o odcito é importante para 0
desenvolvimento de solugfes préticas para amenizar seus efeitos na fertilidade
(Edwards et al. 2009; Grimard et al. 2013; Meiyu et al. 2014). Recentemente, o
papel termoprotetor de moléculas como IGF-1 tem sido relatado, reduzindo os
danos celulares ocasionados pelo calor em odcitos e embrides (Paula-Lopes et

al., 2013). Os IGFs desempenham multiplos papéis no metabolismo celular,
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auxiliando o crescimento, a proliferacdo e a diferenciacdo de muitos tipos de
células, a maturagdo do odcito e o desenvolvimento embrionéario, com o
aumento do namero de células totais em blastocistos em estado inicial expostos
ao estresse (Satrapa et al. 2011; Sartori et al. 2013). No entanto, 0s mecanismos
celulares pelos quais a temperatura elevada e o IGF-I afetam a competéncia de
odcitos ndo sdo totalmente compreendidos (Meiuy et al. 2014; Moussad et al.
2015).

Quando adicionado ao meio de cultura, o IGF-I reduziu o efeito
prejudicial do per6xido de hidrogénio no desenvolvimento de embrides de
camundongos que foram submetidos ao estresse oxidativo durante o CIV
(Kurzawa et al., 2004). O resultado sugeriu a existéncia de um possivel efeito
antioxidante direto ou indireto do IGF-I, pelo qual pode haver melhoria da
qualidade embrionaria. No entanto, o efeito antioxidante do IGF-I em od6citos
bovinos submetidos ao choque térmico ainda nado foi avaliado.

Além dos fatores expostos acima, observa-se a necessidade de avaliar
concentragdes de IGF-1 mais proximas as encontradas no liquido folicular (17
ng/mL; Ginther et al. 2002). Isso se deve ao fato de que a concentracdo utilizada
na MIV e CIV (100 ng/mL), na grande maioria dos estudos, tem apresentado
resultados contraditérios (Jousan e Hansen et al., 2004; Zhandi et al., 2009).
Além disso, odcitos bovinos expostos a concentracdes elevadas de IGF-I (1000
ng/mL) tiveram reduzido desenvolvimento embrionéario in vivo (Velazquez et al.
2011). Assim, o uso de concentracdes proximas as fisiologicas pode apresentar
melhores resultados na qualidade e na producdo de embrides. Objetivou-se,
neste estudo, avaliar o efeito termoprotetor e antioxidante do IGF-I adicionado
ao meio MIV de od6citos bovinos submetidos ao choque térmico sobre a
qualidade dos odcitos e a competéncia de desenvolvimento a blastocistos, bem

como a qualidade dos embrides produzidos.
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Material e métodos

Os métodos e procedimentos descritos a sequir foram aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Lavras,
registrado sob o nimero de protocolo 10/2015.

Recuperacdao, classificacao e maturacdo dos o6citos

O experimento foi conduzido na Embrapa — Unidade de Pesquisa em
Juiz de Fora (MG, Brasil). Foram utilizados ovarios de vacas
predominantemente mesticas (Holandés-Gir) provenientes de abatedouro. Os
ovarios foram removidos, aproximadamente, 15 minutos ap6s o abate do animal,
no momento da evisceracdo e depositados em recipientes isotérmicos, contendo
solucéo fisiologica (0,9% NaCl), acrescida de antibidtico (0,05 g/litro de sulfato
de estreptomicina) a temperatura de 35°C . O tempo decorrido entre a coleta dos
ovarios e sua chegada ao laboratério foi de aproximadamente 1 hora.

No laborat6rio, os ovarios foram lavados e mantidos a 37°C em banho-
maria. Foram aspirados foliculos com diametro entre trés e oito mm com o
auxilio de seringa descartavel de 10 mL e agulha 18g. O contelido aspirado foi
depositado em célice codnico estéril imerso em banho-maria (35 °C). Apo6s 10
minutos de decantagdo, o sobrenadante foi descartado, o precipitado foi lavado
em meio TALP-HEPES (Gordon, 2004) e vertido em placa de Petri descartavel
de 100 x 20 mm. Foram selecionados os complexos cumulus-oécitos (CCOs)
que apresentaram citoplasma homogéneo com, no minimo, trés camadas de
células (Sugima et al., 2007).

Os CCOs selecionados foram lavados duas vezes em meio TALP-
HEPES e uma vez em meio MIV TCM 199 (Tissue Culture Medium 199 —
Invitrogen, S&o Paulo, BR) suplementado com 20 pg/mL de horménio foliculo

estimulante (FSH, Pluset®, Hertape Calier, Juatuba, MG, BR) e soro inativado
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de vaca em cio (10%). Trés meios de MIV foram elaborados: sem adicdo de
IGF-I ou acrescido de IGF-1 nas concentracfes de 25 ou 100 ng/mL. Os meios,
preparados com duas horas de antecedéncia, foram mantidos a 38,5 °C em
incubadora a 5% de CO, (Pereira et al., 2010). A maturagdo ocorreu em placa de
cultivo do tipo Nunc (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA), em
pocos contendo 400 puL. de meio de maturagéo e 30 a 40 CCOs por pogo.

O delineamento utilizado foi o de Blocos Casualizados (DBC) e as fases
experimentais foram executadas em fatorial 3 x 2, no qual foram avaliadas trés
concentragdes (0 ng/mL, 25 ng/mL e 100 ng/mL) de IGF-1 humano (Sigma-
Aldrich, Sdo Paulo, SP, BR) adicionadas ao meio MIV e duas condi¢Bes de
incubacéo (convencional: 24 horas a 38,5 °C e 5% CO,; ou choque térmico: 12
horas a 41 °C seguido por 12 horas a 38,5 °C e 5% CO,).

Fase 1: Influéncia da adi¢éo de IGF-1 ao meio MIV na fragmentagéo de DNA e
maturacao de odcitos bovinos submetidos ou nao ao choque térmico

Para andlise da fragmentacdo de DNA e da maturagdo oocitaria, foram
realizadas quatro repeticdes e utilizados 208 + 20 odcitos por repeticdo. Apds o
periodo de maturacdo, os CCOs foram desnudados em solucdo de PBS acrescida
de hialuronidase 0,1% (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, SP, BR) em vortex por cinco
minutos e lavados duas vezes em solucdo salina tamponada (PBS), contendo
0,1% de polivinilpirrolidona PVP aquecido a 37 °C. Apds o desnudamento 0s
oocitos foram lavados trés vezes em solucdo de PBS-PVP, com posterior
imersdo do material em 4% de paraformaldeido em PBS por uma hora. Em
seguida, os oocitos foram lavados trés vezes em gotas de 50 pL de PBS-PVP.
Apos a fixacdo os odcitos foram armazenados a 4 °C em microtubos com 1000
uL de PBS-PVP.

Os odcitos fixados foram processados para 0 ensaio de marcagao nick-

end com dUTP mediada pela desoxinucleotidil transferase terminal (TUNEL)
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utilizado para identificar fragmentos de DNA, caracteristicos do processo de
apoptose. Para tanto, foi utilizado o kit comercial DeadEnd™ Fluorometric
TUNEL System (Promega, Madison, WI, EUA). Os od6citos foram
permeabilizados em solugdo de Triton X-100 (0,2%) em solucgdo salina fosfatada
por 5 minutos, lavados e equilibrados em tampdo de equilibrio por 5 a 10
minutos. No controle positivo, os odcitos foram pré-incubados com enzima
DNAse, mimetizando o processo de morte celular. Em seguida, foram incubados
em uma solucdo contendo tampao de equilibrio, mix de nucleotideo e enzima
recombinant terminal deoxynucleotidyl transferase (rTdT) e corante de
fluoresceina-12-desoxiuridina-5’-trifosfato (dUTP) por 1 hora a 37 °C em
cdmara Umida. No controle negativo, os o6citos foram incubados na auséncia da
enzima rTdT.

Apos o periodo de incubacgdo, os odcitos foram transferidos para laminas
e corados com 4’6-diamidino-2-phenylindole (DAPI, Sigma-Aldrich, Séo Paulo,
SP, BR) em Vectashield (Vector Laboratories, Inc., Burlingame, EUA) (corante
de DNA) e recobertos com laminula para observacdo em microscopio de
epifluorescéncia (200x) (Motic, BA400, Motic Instruments Inc., Richmond,
Canadd). Em cada odcito foi observada a presenca de DNA integro. A
quantificacdo dos o6citos em metafase Il (odcitos maturados) foi realizada, por

meio da observacao morfoldgica dos nicleos corados com DAPI.

Fase 2: Influéncia da adi¢do de IGF-1 ao meio de MIV na atividade da enzima
caspase-3 em 00citos bovinos submetidos ou ndo ao choque térmico

Para andlise da atividade da enzima caspase-3 foram realizadas trés
repeticOes e utilizados 91 + 8 odcitos por repeticdo. Os oocitos foram lavados
trés vezes em gotas de 50 uL de TCM-199-HEPES-PVA e incubados em gotas
de 15 pL de TCM-199-HEPES-PVA contendo 5 puM de PhiPhiLux-G1D2

(Calbiochem, San Diego, CA, USA), substrato especifico para a enzima caspase-
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3, por 40 minutos a 38 °C protegido da luz. Os odcitos para controle negativo
foram incubados em gotas de 15 ulL de TCM-199-HEPES-PVA. Em seguida, 0s
oocitos foram lavados trés vezes em gotas de 50 uL. de TCM-199-HEPES-PVA.
Apds, os oocitos foram transferidos para ldminas em gotas de 10 uL TCM-199-
HEPES-PVA e recobertos com laminula para leitura da atividade de caspase-3.
As emissdes fluorescentes dos odcitos foram registradas, utilizando uma camara
digital acoplada ao microscopio de fluorescéncia (Olympus BX53; Camera:
Olympus ccd DP72, Tokio, JP). A intensidade emitida foi quantificada por meio
do software Image J (1.49, National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA).

Fase 3: Influéncia da adicdo de IGF-I ao meio de MIV na atividade
mitocondrial e produgdo de EROS em odcitos bovinos submetidos ou néo ao
choque térmico

Para a avaliacdo da atividade mitocondrial e produgdo de EROS foram
realizadas trés repeti¢des. Foram utilizados 117 + 7 o6citos por repeticdo para a
atividade mitocondrial e 110 + 10 odcitos por repeticdo para a producdo de
EROS. Apbs a MIV os oocitos desnudados foram incubados em 200 puL. do meio
PBS acrescido de PVA (0,1%), contendo 50 nM do MitoTracker Red CMX-Ros
(Invitrogen, EUA), durante 30 minutos a 38,5°C. Em seguida, 0s odcitos foram
lavados em PBS-PVA. Apds a lavagem em PBS-PVA, esses o6citos foram
incubados em gotas de PBS, contendo 10 puM de diacetato de 2',7'-
diclorofluoresceina (DCFDA, Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, SP, BR) durante 15
minutos 38,5°C.

Em seguida, os odcitos foram lavados trés vezes em gotas de PBS-PVA
e montados em laminas para anélise da atividade mitocondrial e producéo de
ERQOS, por meio da leitura das emissdes fluorescentes, conforme descrito acima.
A leitura foi realizada em todos os odcitos para a avaliacdo da atividade

mitocondrial, no entanto, para a avaliagdo de EROS, a leitura foi possivel
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somente uma parcela dos odcitos. A intensidade emitida foi quantificada por
meio do software Image J.

Fase 4: Influéncia da adicdo de IGF-I ao meio de MIV de odcitos bovinos
submetidos ou ndo ao choque térmico na producéo in vitro de embribes

Para producdo in vitro de embrides foram realizadas seis repeticdes e
utilizados de 216 + 18 odcitos por repeticdo. Apos o periodo de maturagdo 0s
CCOs foram submetidos a fertilizagdo e cultivo embrionario. Foram observadas
as taxas de clivagem dos embriGes no dia 3, o numero, o estagio de
desenvolvimento dos embrides nos dias 7 e 8 e a taxa de estruturas degeneradas
em relacdo ao numero total de oocitos. A qualidade embrionaria foi avaliada por
meio da mensuracdo da quantidade de células totais, indice de células da MCI,
apoptose de células totais e da MCI.

Preparo do sémen e fertilizagéo in vitro

Apo0s 24 horas de M1V, os odcitos foram fecundados in vitro com sémen
congelado de uma Unica partida de um Gnico touro provado da raga Holandesa,
disponivel no mercado. O descongelamento da palheta de sémen foi realizado
em banho-maria a 37 °C por 30 segundos e a motilidade espermatica avaliada
em seguida. Para lavagem e selecdo espermatica, a dose de sémen foi depositada
sobre a superficie do gradiente de Percoll® (Biodux, Campinas, Brasil),
previamente estabilizado em estufa para ambientagdo. O gradiente de Percoll foi
preparado com 200 pL de Percoll 90% e 200 pL de percoll 45% colocados em
ordem crescente em Eppendorf.

O tubo foi levado & microcentrifuga por 7 minutos a 300 G. Apds a
primeira centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e, em seguida, foram
adicionados 400 pL de meio de fertilizagdo (FERT-TALP, acrescidos de 10

Ul/mL de heparina). O tubo foi novamente centrifugado por 5 minutos a 300 G e
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0 sobrenadante descartado, restando aproximadamente 30 pL de sémen no tubo.
Foram ent&o adicionados 70 pL de meio (FERT-TALP, acrescidos de 10 Ul/mL
de heparina) sobre pellet de sémen. O conteddo final de 100 puL (30 pL de
sémen e 70 pL de meio de fertilizacdo) foi homogeneizado e utilizado para a
avaliacdo de motilidade e vigor, contagem espermaética pés-percoll e fecundacéo
dos odcitos. A motilidade e o vigor foram avaliados em microscopia de campo
claro com aumento de 400 x. A contagem foi realizada em camara de Neubauer,
utilizando-se uma diluicdo de 1:20. O sémen foi diluido em volume apropriado
do meio de fertilizacdo, para a obtengdo da concentragdo espermatica de 2,0 x
10° espermatozoides/mL.

Durante a centrifugagdo do sémen, os odcitos j& maturados foram
lavados duas vezes no meio de fertilizacéo, antes de serem transferidos para as
gotas do meio de fertilizagdo (100 uL) cobertas com 6leo mineral em placas de
Petri de 35 x 10 mm. O processo de fertilizacdo dos o6citos foi realizado por um
periodo de 20 a 22 horas a 38,5 °C em 5% de CO, em ar e umidade saturada. Em

cada gota de fecundacdo, foram colocados aproximadamente 30 odcitos.

Desnudamento e cultivo in vitro dos embrides

Apos a fecundagéo, os presumiveis zigotos foram transferidos para tubos
conicos de 15 mL e desnudados em hialuronidase 0,1% m/v (Sigma-Aldrich,
Sdo Paulo, SP, BR) em vortex por 5 minutos, para remover as células do
cumulus circundante e 0s espermatozéides associados. Ap6s o desnudamento, as
estruturas foram rastreadas, lavadas duas vezes em meio TALP-HEPES e, por
altimo, em meio de cultivo (CR2aa acrescido de soro fetal bovino a 2,5%). Em
seguida, foram transferidas para placas de quatro pogos, contendo 400 uL de
meio de cultivo coberto com dleo mineral. Durante todo o cultivo, as placas
contendo os embriBes foram colocadas em estufa de cultivo contendo uma
mistura gasosa de 5% de O,, 5% de CO, e 90% de N, (White Martins, Séo
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Paulo, SP, Brasil), com temperatura de 38,5 °C e umidade saturada por oito dias
(D8).

Imunocitoquimica e indice apoptoético embrionario (TUNEL)

Apo6s a avaliagdo do desenvolvimento embriondrio em D8, foram
realizadas as analises de imunocitoguimica, para quantificar a massa celular
interna, e de TUNEL, para quantificar a fragmentacdo do DNA nas células
embrionarias. Os mesmos embrides foram utilizados para a realizacdo das duas
analises. Inicialmente, as estruturas foram fixadas conforme descrito para 0s
odcitos na fase 1. Em seguida, foram realizadas trés lavagens de cinco minutos
em PBS com 0,3% de Triton X-100. Apds as lavagens, foi realizado o bloqueio
em 5% de soro normal de cabra (NGS, Sigma-Aldrich, S&o Paulo, SP, BR) por
30 minutos, e incubagdo durante a noite em geladeira com o anticorpo primario
anti-SOX2, 1gG de coelho (1:200, Cell Signaling, Danvers, MA, USA).

No dia seguinte, os embrides foram lavados trés vezes em PBS com
0,3% de Triton X-100 por cinco minutos e incubados com o anticorpo
secundario cy3 anti-1gG de coelho (Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA,
USA) diluido 1:800 em PBS-BSA 2%. Essa incubagdo foi feita em camara
Umida, por 1 hora e 30 minutos a temperatura ambiente. Trés novas lavagens
com PBS-Triton 0,01% foram realizadas antes da adi¢do de 0,1% de 4',6-
diamidino-2-phenylindole (DAPI, Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, SP, BR) por cinco
minutos. Em seguida, o material foi lavado com PBS e entdo submetido a
anélise de TUNEL.

A captura das imagens foi executada em microscépio confocal Leica
TCS SP5II (Mannheim, Alemanha), utilizando aumento de 40x. Foram
processados, no minimo, 15 embrides expandidos, que foram escolhidos
aleatoriamente de pools de quatro repeticbes de cada grupo. O numero de células

totais, células da massa celular interna e o nimero de células apoptéticas foram
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analisados, utilizando-se o software LAS AF (2.6.3, Leica Microsystem,
Alemanha). Os indices de células da massa celular interna e de células
apoptoticas foram calculados em relagcdo ao nimero total de células e o nimero
de células positivas para SOX2 ou TUNEL, respectivamente. Para a avaliacdo
de toda a estrutura tridimensional do embrido as imagens de microscopia foram
adquiridas em cortes seriados com aproximadamente 6 micrémetros de distancia

entre as microfotografias.

Anélise estatistica

Todas as analises foram realizadas utilizando-se o software SAS®
(Statistical Analysis System, versdo 9.3, SAS Inst., Inc., Cary, NC, USA). A
varidvel taxa de fragmentacdo de DNA foi analisada por modelos lineares
generalizados, considerando a distribuicdo binomial e funcdo de ligagdo logit,
utilizando o procedimento GENMOD. A variavel porcentagem de maturacéo foi
analisada por modelos lineares generalizados, mistos, considerando a
distribuicdo binomial e funcdo de ligacdo logit, utilizando o procedimento
GLIMMIX e a repeticdo como efeito aleatdrio. A producdo de EROS, atividade
mitocondrial e atividade da enzima caspase-3 foram analisadas pelo
procedimento MIXED, utilizando o oécito como efeito aleatdrio.

A taxa de clivagem e de blastocistos nos dias 7 e 8, classificacdo de
blastocistos (porcentagem de blastocistos e blastocistos eclodidos) foram
analisadas por modelos lineares generalizados, considerando a distribuigdo
binomial e funcdo de ligacdo logit, utilizando o procedimento GENMOD. O
nimero total de células embriondrias foi analisado pormodelos lineares
generalizados mistos, considerando a distribuicdo de Poisson e fungéo de ligacdo
log, utilizando o procedimento GLIMMIX, como embrido como efeito aleatorio.
Apoptose do numero total de células embrionarias, porcentagem e apotose da

massa celular interna foram analisadas por modelos lineares generalizados
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mistos, considerando a distribuicdo binomial e funcdo de ligacdo logit,
utilizando o procedimento GLIMMIX , com o embrido como efeito aleatério. O
modelo considerou os efeitos da condicdo de incubacdo, concentracdo de IGF-I,
a repeticdo e interacdo entre a concentracdo de IGF-I e condicdo de incubacéo.
As diferencas foram consideradas significativas quando o P<0,05, dados
continuos, foram apresentados como médias * erro padrdo da média (E.P.M) e

dados binomiais apresentados como porcentagens.

Resultados

N&o houve interacdo (P > 0,05) entre adi¢do de IGF-1 ao meio MIV e
condicdo de incubagdo na maturagdo nuclear, porcentagem de oocitos TUNEL-
positivos e atividade da enzima caspase-3. A adi¢do de IGF-1 ao meio MIV e a
condi¢do de incubagcdo ndo afetaram a porcentagem de maturagdo nuclear e
atividade da enzima caspase-3 (P > 0,05; Figura 1 - A; C). A adicdo de IGF-I
ndo alterou (P > 0,05), porém o choque térmico aumentou a porcentagem de
o6citos TUNEL-positivos (P < 0,01; Figura 1 - B).
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Fig. 1. Efeito da adicdo de IGF-1 e da condicdo de incubagdo durante a MIV na
maturacdo nuclear (Metafase Il - A), fragmentacdo de DNA (TUNEL-positivo
B) e atividade da enzima caspase-3 (C) de odcitos bovinos. Letras diferentes
representam diferenca significativa (P<0,05). Barras sobrescritas representam o
E.P.M.
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N&o houve interacdo (P > 0,05) entre adicdo de IGF-I ao meio MIV e
condi¢do de incubacdo na atividade mitocondrial e producdo de EROS. A
atividade mitocondrial foi elevada pelo IGF-I e reduzida pelo chogue térmico (P
< 0,01; Figura 2 A). Contudo, a adicdo de IGF-I ao meio MIV e o choque
térmico aumentaram producéo de EROS (P < 0,05, Figura 2 B).
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Fig. 2. Efeito da adicdo de IGF-I ao meio MIV e da condicdo de incubagdo na
atividade mitocondrial (A) e na producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROS - B) de odcitos bovinos. Letras mailsculas diferentes representam
diferenca entre concentracGes de IGF-1 (P<0,05) e minuGsculas representam
diferenca entre condic¢des de incubacdo (P<0,05). Barras sobescritas representam

0 E.P.M.
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N&o houve interacdo (P > 0,05) entre adicdo de IGF-I ao meio MIV e
condicdo de incubacdo em todas as varidveis de producdo embrionéria. A adi¢ao
de IGF-I e a condi¢do de incubacdo ndo influenciaram a taxa de clivagem e a
proporcao de embrides no estagio de duas, trés a sete e oito ou mais células (P >
0,05; Tabela 1). A taxa de blastocistos em relagdo ao nimero total de odcitos nos
dias sete e oito ndo foi influenciada pela adi¢do de IGF-1 ao meio MIV (P >
0,05), mas foi reduzida pelo choque térmico (P < 0,05; Tabela 1). A taxa de
estruturas degeneradas, bem como a taxa de blastocistos expandidos e eclodidos,
no dia 8, ndo foram influenciadas pelo IGF-I (P > 0,05), no entanto, foram

reduzidas pelo choque térmico (P < 0,05; Tabela 1).



Tabela 1. Efeito da adicdo de IGF-I ao meio MIV e da condi¢cdo de incubagdo nas taxas de clivagem, embrides com 2
células, 3-7 células e > 8 células, blastocistos nos dias 7 (D7) e 8 (D8), estruturas degeneradas, blastocistos expandidos
(Bx) e eclodidos (Be) no dia 8 (Média £ E.P.M)

IGF-I (ng/mL) Condicéo de Incubagéo
Variavel 0 25 100 Convencional  Choque térmico
(n = 429) (n = 449) (n = 418) (n = 647) (n = 649)
Clivagem (72 horas ap6s FIV)
Clivagem (%) 70,7+ 3,0 73,2+2,6 73,1+3,0 73,8+25 70,922
2 células (%) 175+28 135+17 16,3+ 3,2 139+16 17625
3-7 células (%) 68,1+ 3,7 71,226 66,5%2,7 69,1+2,3 68,1+2,6
>8 células (%) 144 +22 153+2,2 172126 170+2.2 143+16
Blastocisto
D7 (%) 24,6 £2,7 260+24 274+29 29,7+19° 223+20°
D8 (%) 27,0+2,8 28,0+2,6 30,3+3,7 344+18° 225+2,3°"
Degeneradas (%) 73,028 72,0+26 69,7 +3,7 656+1,8° 775+23"
Bx (%) 123+1,8 128+17 134120 162+1,1° 94+13°
Be (%) 3,7x0,7 53+11 54+1,6 6,1+1,1° 35+0,6"

2> Médias seguidas por letras diferentes na mesma linha diferem pelo teste Qui-Quadrado (P < 0,05).

89
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N&o houve interacdo (P > 0,05) entre adicdo de IGF-I ao meio MIV e
condicdo de incubagdo no ndmero total de células, taxa de células embrionarias
em apoptose, taxa de células da massa celular interna (MCI) e taxa de células em
apoptose na MCI.

O IGF-I néo alterou o numero total de células e a taxa de células da MCI
(P > 0,05), no entanto, reduziu apopose nas células embrionérias e nas células da
MCI (P < 0,05). O choque térmico nao alterou a taxa de células embrionérias em
apoptose (P > 0,05), contudo, reduziu o nimero total de células e a taxa de
células da MCI, bem como aumentou a taxa de células em apoptose na MCI (P <
0,05; Tabela 2).



Tabela 2. Efeito da adi¢do de IGF-I e da condicéao de incubagdo, durante a MIV de odécitos bovinos, na qualidade embrionaria (Média
+ E.P.M)

IGF-I (ng/mL) Condicéo de Incubagéo
Variavel 0 25 100 Convencional  Choque térmico
(n=30) (n=30) (n=30) (n=45) (n=45)
Total de células 91,4+38 98,3 +3,6 100,2 + 4,1 104,4+35°2 88,9+2,3°"
Apoptose (%) 55+0,8" 22+04° 2,7+05° 35+0,6 34+05
MCI (%) 30,5+23 33,8424 36,9+28 40,1+21° 272+1,8°
AEXE:O(%Z)"E 136+32" 514228 8,5+2,5° 6,2+1,4° 12,0+2,7"

~B Médias de concentracdo seguidas por letras diferentes na mesma linha diferem pelo teste T (P < 0,05).

2> Médias de condico de incubacdo seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem pelo teste F (P < 0,05).

0L
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Discussao

Este foi o primeiro estudo a demonstrar o efeito do IGF-I na producéo
de EROS por o6citos bovinos. A adicdo de IGF-I ao meio MIV resultou em
aumento da atividade mitocondrial e da producdo de EROS pelo odcito e
melhorou a qualidade embrionéaria. O aumento da producdo de EROS, tanto em
oocitos maturados em condigdes convencionais quanto nos submetidos ao
choque térmico, contraria a hipotese experimental de que o IGF poderia atuar
como antioxidante quando adicionado ao meio MIV de o6citos bovinos. No
entanto, o IGF-I adicionado ao meio de cultivo de embrides de camundongos
reduziu os efeitos do estresse oxidativo induzido pelo peréxido de hidrogénio
(Kurzawa et al., 2004).

Os resultados do presente trabalho indicam que os efeitos benéficos
ocasionados pela adi¢do de IGF-1 na MIV néo estdo relacionados ao blogueio da
geracdo de EROS, mas sim a reducdo dos efeitos negativos, como demonstrado
por menor ocorréncia de apoptose celular. Reducdo da apoptose celular pela
adicao de IGF-1 ao meio CIV ja foi demonstrada em embrdes bovinos (Jousan e
Hansen et al. 2004; Moss et al. 2009).

O aumento na producdo de EROS é condizente com o aumento da
atividade mitocondrial observada nos odcitos maturados em presencga de IGF-I,
visto gque as mitocondrias representam a principal fonte de EROS (Feugang et
al., 2004; Choi et al. 2011). O aumento de EROS intracelulares foi relacionado
ao aumento da atividade mitocondrial em od6citos bovinos submetidos a
vitrificacdo (Zhao et al. 2009), odcitos equinos (Martino et al. 2014) e embrides
de camundongos (Martino et al., 2013)e sugere maior “turnover” de trifosfato de
adenosina (ATP), bem como maior viabilidade celular (Martino et al. 2012). A
alta atividade mitocondrial é necesséaria para eventos de maturagdo, que sdo

dependentes da geracdo de ATP (Tarazona et al. 2006), como o rearranjo do
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citoesqueleto (Ju et al. 2005), a maturacao citoplasmatica e nuclear e o acimulo
de RNAmM necessério para o desenvolvimento inicial do embrido, antes do inicio
de transcri¢do génica (Picton et al. 1998). Dessa forma, a atividade mitocondrial
é relacionada com a competéncia oocitaria (Tarazona et al. 2006). Até o
momento, 0s mecanismos de atuacdo do IGF-1 no aumento da atividade
mitocondrial oocitaria sdo pouco compreendidos. Uma das formas de acdo do
IGF-1 no metabolismo mitocondrial pode ser por meio de sua a¢do reguladora na
expressdao do gene citocromo ¢ oxidase subunidade 1 (COX-1), o qual esta
relacionado com o metabolismo celular, agindo, indiretamente, na atividade da
cadeia respiratdria em odcitos (Gonsalves et al., 2015).

Estudos in vivo e in vitro demonstraram que odécitos bovinos sdo
susceptiveis a temperaturas elevadas (Ferreira et al. 2011; Gendelman et al.
2012; Meiyu et al. 2014). Os resultados do presente experimento corroboram
estudos anteriores, demonstrando que os efeitos do choque térmico em odcitos
bovinos vao além da reducédo da qualidade oocitaria, refletindo negativamente na
posterior producdo e qualidade embrionaria. Conforme observado, o choque
térmico pode levar ao aumento da ocorréncia de odcitos Tunel-positivos, em
razdo do aumento da fragmentacdo do DNA no compartimento nuclear, que é
caracteristico de apoptose. Esses resultados estdo de acordo com os apresentados
por alguns autores, que observaram que o choque térmico promoveu aumento da
porcentagem de odcitos bovinos Tunel-positivos (Ispada et al. 2011; Meiyu et
al. 2014).

O choque térmico aumentou a fragmentacdo de DNA e diminuiu a
atividade mitocondrial sem aumentar a atividade de enzima caspase-3. Esse
resultado sugere a ativacdo da via de apoptose, por meio do fator de inducgéo da
apoptose (AIF), uma flavoproteina (Candé et al., 2004; Shen et al. 2010), a qual

induz a condensacdo da cromatina e fragmentagdo do DNA, levando a apoptose
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celular, independente da ativacdo de caspases (Susin et al. 1999; Broker et al.
2005).

O presente estudo demonstrou ainda que o choque térmico pode
ocasionar estresse oxidativo, por meio do aumento da producdo de ERQOS, tendo
efeito negativo na qualidade dos embriGes produzidos a partir desses odcitos. A
elevada producdo de EROS pelos o6citos submetidos ao choque térmico,
possivelmente se deve ao fato de que a temperatura elevada é responsavel pela
reducdo de defesas antioxidantes que consistem de enzimas como a catalase,
superdxido dismutase, glutationa peroxidase ou redutase (Winyard et al. 2005),
reduzindo, assim, a capacidade antioxidante oocitaria e, consequentemente,
gerando o acimulo de EROS. Pesquisas anteriores demonstraram que o estresse
térmico pode afetar o estado redox do embrido, ocasionando estresse oxidativo
(Lima et al. 2013), o qual possui efeito toxico direto nas células, podendo causar
danos ao DNA (Tamura et al. 2013; Cruz et al. 2014 a). No entanto, este foi 0
primeiro estudo a demonstrar que a maturacdo sob choque térmico aumenta a
producgéo de EROS.

A apoptose é considerada como um processo normal em embrifes em
fase de pré-implantacdo, com a finalidade de eliminar células anormais, no
entanto, a alta incidéncia de células apoptéticas é relacionada a morfologia
anormal e redugéo do potencial de desenvolvimento (Korhonen et al. 2010). O
choque térmico afetou negativamente a qualidade dos blastocistos, como
demonstrado pelo aumento do percentual de células apoptéticas. Esse resultado
pode estar relacionado a reducdo da atividade mitocondrial dos odcitos
submetidos ao choque térmico, ja que mitocondrias desempenham papel
fundamental na regulacdo da apoptose (Susin et al., 1999). Além disso, é
provavel que odcitos expostos ao estresse térmico tenham tido a transcrigdo
génica prejudicada, reduzindo a expressdo de genes no blastocisto em

desenvolvimento (Gendelman e Roth, 2012).
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O IGF-I foi capaz de reduzir a taxa de apoptose celular no embrido. A
reduzida taxa de apoptose nos embrides originados de odcitos maturados na
presenca de IGF-1 pode estar relacionada ao aumento da atividade mitocondrial
nos odcitos. Oropeza et al. (2004) demonstraram que a exposi¢do in vivo de
odcitos a concentragOes suprafisiolégicas de IGF-I alterou a expressao de genes
importantes no desenvolvimento de embrides produzidos in vitro Além disso, a
exposicdo de oocitos ao IGF-I, durante a MIV aumentou a expressdo de mRNA
dos transportadores de glicose que, por sua vez, pode aumentar 0 consumo de
glicose pelos blastocistos resultantes (Velazquez et al. 2012), aumentando a
viabilidade embrionaria. Os resultados do presente estudo suportam a hipotese
de que a qualidade embrionaria depende diretamente da qualidade oocitéria.

A hipdtese de que altas concentracbes de IGF-I podem afetar o
desenvolvimento do embrido foi investigada em trabalhos in vivo, em que
odcitos bovinos foram expostos a concentracbes elevadas de IGF-1. Altas
concentragdes (1000 ng/mL) de IGF-I tém efeitos negativos na formacdo de
blastocistos, aumentando a apoptose celular total, das células do trofoblasto e da
MCI (Velazquez a et al. 2012). No entanto, os resultados do presente estudo
demonstram que a concentracdo de 100 ng/mL ndo ocasionou efeitos negativos
na qualidade e competéncia de desenvolvimento dos o6citos. Adicionalmente, a
utilizacdo de 25 ng/mL ndo resultou em diferengas nos paramétros avaliados em
comparagdo a concentragdo de 100 ng/mL, o que possivelmente se deva ao fato
de que a concentracdo de 25 ng/mL é proxima & concentracdo fisiologica
encontrada no fluido folicular (17 ng/mL; Ginther et al. 2002). Os resultados
demonstram que concentragdes proximas a fisiologica tém potencial de
utilizagdo na M1V, com aumento da qualidade embrionaria.

Em concluséo, a suplementacdo de IGF-1 ao meio de MIV n&o apresenta
efeito antioxidante, no entanto, foi responsavel pelo aumentou da atividade

mitocondrial dos oécitos. Esse aumento estd relacionado com a melhora na
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qualidade embrionaria observada em embrides produzidos a partir dos o6citos
maturados com IGF-I, por meio da reducdo da apoptose nos blastdmeros. O
IGF-I aumentou a producdo de EROS, no entanto, nenhum efeito negativo foi
observado nas varidveis avaliadas. O choque térmico foi responsavel pelo
aumento da fragmentacdo de DNA nos odcitos, reducdo da qualidade e da

producdo embrionaria.
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RESUMO

Temperaturas ambientais elevadas podem levar a formagdo e acumulo de
espécies reativas de oxigénio (EROS) nas células. Nesse contexto, a melatonina
pode atuar na reducdo do estresse oxidativo de gametas, durante a maturagdo in
vitro (MIV) de odcitos bovinos submetidos ao choque térmico. Objetivou-se
avaliar o efeito da melatonina adicionada ao meio MIV de odcitos bovinos
submetidos ao choque térmico sobre a maturacdo nuclear, fragmentagdo de
DNA, atividade antioxidante da melatonina, mitocondrial e de caspase-3 e
producdo in vitro e qualidade de embrides. Foliculos com 3-8 mm de didmetro
foram puncionados de ovarios de vacas coletados em abatedouro. Foram
avaliadas duas condicGes de maturacdo (convencional: 24 horas a 38,5 °C ou
choque térmico: 12 horas a 41 °C seguido de 12 horas a 38,5 °C) e trés
concentracdes de melatonina (0, 10° e 10* M) adicionada ao meio de
maturacdo. Nao houve interacdo entre condicao de incubacdo e concentragédo de
melatonina. O choque térmico que reduziu e a adi¢do de melatonina nao alterou
a porcentagem de odcitos que progrediram ao estagio de metafase Il. A condigdo
de maturacdo e adigdo de melatonina ndo alteraram a porcentagem de odcitos
TUNEL-positivos. O choque térmico aumentou enquanto que a adicdo de
melatonina reduziu a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) nos
odcitos. A atividade mitocondrial foi reduzida pelo choque térmico, porém néo
foi afetada pela melatonina. A atividade caspase ndo foi influenciada pelo
choque térmico ou pela melatonina. O choque térmico ndo afetou a taxa de
clivagem, porém, reduziu a taxa de blastocistos no dia 7 (D7) e no dia 8 (D8). A
adicdo de melatonina néo afetou a taxa de clivagem e de blastocisto em D7 e D8.
A adicdo de melatonina ndo afetou o namero total de células e taxa de células
apoptdticas, mas reduziu a taxa de células apoptdticas da massa celular interna.

Em conclusdo, o choque térmico reduz a maturagdo nuclear, a producdo de



85

embries e a qualidade embrionéria, enquanto que a suplementacdo de
melatonina a0 meio de MIV melhora a maturagcdo oocitaria e qualidade
embrionaria.

Palavras-chave: antioxidantes, espécies reativas de oxigénio, apoptose,
fragmentacdo de DNA.
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INTRODUCAO

Estudos in vitro e in vivo indicam que o6citos em desenvolvimento séo
extremamente sensiveis a temperaturas elevadas e seu processo de maturagao in
vitro (MIV) é também suscetivel a interrupcdes pelo estresse térmico,
reduzindo, dessa forma, a taxa de clivagem e a producdo de blastocistos
(Edwards et al., 1997; Roth e Hansen 2004a; Ferreira et al., 2011; Meiyu, et al.,
2014). Tendo em conta que um mecanismo multifatorial est4d envolvido, o
desenvolvimento de métodos para reduzir os efeitos negativos de temperaturas
elevadas sobre a competéncia do ovécito e melhorar o desempenho reprodutivo
de bovinos em clima quente é um grande desafio (Meiyu et al., 2014).

Temperaturas elevadas podem levar a formacdo e acumulo de espécies
reativas de oxigénio (EROS) nas células (Sakatani et al., 2012; Tamura et al.,
2013). Quando uma quantidade excessiva de EROS é produzida e a célula ndo
consegue se adaptar, ocorre 0 fendmeno conhecido como estresse oxidativo
(Zhang et al., 2013). O estresse oxidativo possui efeito toxico direto nas células,
podendo levar a peroxidacdo lipidica de membrana, oxidacdo de proteinas,
danos ao DNA (Tamura et al., 2013; Cruz et al., 2014 a, b) e inducdo da
apoptose (Zhang et al., 2013). Durante a MIV, 0 o6cito € muito mais suscetivel
ao estresse oxidativo, em razdo da sua reduzida defesa antioxidante, o que
prejudica o subsequente desenvolvimento embrionario (Du Plessis et al., 2008;
Takahashi, 2012; Zhang et al., 2013).

Diversos sistemas de producéo in vitro (P1V) de embrides vém tentando
minimizar os efeitos toxicos causados pela producéo de radicais livres, por meio
do uso de antioxidantes (Tian et al., 2014; Wang et al., 2014; Cheuqueman et al.,
2015). Nesse contexto, a melatonina (N-acetil-5-metoxi triptamina), uma
indoleamina lipofilica produzida a partir do triptofano na glandula pineal de

maneira circadiana em mamiferos (Reiter et al., 2009; Kumar 2015), pode ser
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utilizada como uma alternativa para a PIV (Tian et al., 2014). A melatonina
participa de um grande nimero de funcdes fisiologicas. Aléem do controle da
reproducdo sazonal (Ashrafi et al., 2013), atua na preservacao mitocondrial (Jou
et al., 2010), como hormdnio imunoestimulador, citoprotetor (Schaffazick et al.,
2005) e antiapoptético pela inibicdo da ativacdo das caspases -9 e -3 (Baydas et
al., 2005). A melatonina é uma molécula altamente eletrorreativa, que age
detoxificando espécies reativas de oxigénio eletrodeficientes (Vijayalaxmi et al.,
2004), além de estimular a atividade de outras enzimas antioxidantes (Tamura et
al., 2008; Kumar 2015). Sua acéo protetora foi descrita recentemente durante a
producdo in vitro de embrides bovinos (Cebrian-Serano et al., 2013; Wang et al.,
2014; Tian et al., 2014).

O equilibrio entre EROS e antioxidantes no interior do foliculo é critico
para a funcdo do odcito e células da granulosa e ha evidéncias de que a
melatonina esteja envolvida na prote¢do dessas células (Cruz et al., 2014 a). Em
decorréncia desses fatores, a utilizacdo da melatonina esta surgindo como uma
estratégia promissora para melhorar o desempenho reprodutivo de vacas
submetidas a estresse térmico (De Rensis et al., 2015). No entanto, seus efeitos,
bem como o seu mecanismo de acdo relacionados a maturacdo e ao
desenvolvimento do embrido ainda necessitam de maior compreenséo (Paula-
Lopes et al., 2013; Cruz et al., 2014 b). Uma possibilidade é que as acGes da
melatonina no pode permitir uma reducdo no estresse oxidativo, durante a MIV
oocitaria, melhorando a qualidade mitocondrial, reduzindo a atividade de
enzimas caspase e consequentemente a apoptose celular. A inibigcdo de apoptose,
por meio da utilizagdo de antioxidantes, tais como a melatonina pode ser uma
ferramenta atil para diminuir os efeitos negativos do estresse térmico na
competéncia de desenvolvimento odcitaria (Zhandi et al., 2009), além disso, 0
uso de ensaios in vitro podem auxiliar na compreensdo da atuagdo desse

hormonio durante a MIV.
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Embora que a agdo benéfica da melatonina em alguns aspectos
reprodutivos seja conhecida (Rocha et al., 2013), a maioria dos trabalhos
avaliou a adicdo desse hormoénio nos meios de cultivo de embrifes, sendo seu
papel na maturacdo de odcitos bovinos, pouco avaliado. Além disso, €
importante ressaltar que os trabalhos correlatos ao assunto ndo avaliaram a
suplementacdo direta de melatonina exclusivamente ao meio MIV de odcitos
bovinos submetidos ao choque térmico, bem como o seu modo de acdo e sua
influencia no desenvolvimento embrionario precoce. Somado a isso, a qualidade
embrionéria, representada pelo nimero de células de blastocistos, proporcédo e
blastbmeros apoptéticos e de massa celular interna, também precisa ser avaliada,
jd que a melhoria nos indices reprodutivos estd diretamente relacionada a
eficiéncia de implantacdo, apds a trasnferéncia embrionaria (Wang et al., 2014).
Portanto, a utilizacdo da melatonina bem como a compreensdo de sua atuacéo
pode resultar em agdes praticas a serem adotadas na PIV de embrides bovinos,
além de gerar possiveis recomendagdes para seu uso in vivo. Assim, objetivou-
se, neste estudo, avaliar o efeito antioxidante da melatonina adicionada ao meio
de maturagdo in vitro de odcitos bovinos submetidos ao choque térmico,

podendo melhorar sua qualidade e competéncia de desenvolvimento.

MATERIAL E METODOS

Etica

Os métodos e procedimentos descritos a seguir foram aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais da Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuéria - Embrapa — Gado de Leite, registrado sob o nimero de protocolo
01/2015, com todos os protocolos experimentais estando em conformidade com

0s principios éticos de experimenta¢do animal dessa instituicao.
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Reagentes

A menos que indicado de outra forma, todos os produtos quimicos e 0s
reagentes utilizados, neste estudo, foram adquiridos da Sigma-Aldrich Quimica
S.A. (Séao Paulo, SP, Brasil).

Recuperacao e classificagdo dos odcitos

O experimento foi conduzido na Embrapa — Unidade de Pesquisa em
Juiz de Fora (MG, Brasil). Foram utilizados ovérios de vacas
predominantemente mesticas (Holandés-Gir) provenientes de abatedouro. Os
ovarios foram removidos, aproximadamente, 15 minutos apds o abate do animal,
no momento da evisceracdo e depositados em recipientes isotérmicos, contendo
solucéo fisiologica (0,9% NaCl), acrescida de antibidtico (0,05 g/litro de sulfato
de estreptomicina) a temperatura de 35°C . O tempo decorrido entre a coleta dos
ovarios e sua chegada ao laboratorio foi de aproximadamente 1 hora.

No laboratorio, os ovarios foram lavados e mantidos a 37°C em banho-
maria. Foram aspirados foliculos com didmetro entre trés e oito mm com auxilio
de seringa descartdvel de 10 mL e agulha 18g. O conteludo aspirado foi
depositado em célice cdnico estéril imerso em banho-maria (35 °C). Apds 10
minutos de decantacdo, o sobrenadante foi descartado, o precipitado foi lavado
em meio TALP-HEPES (Gordon, 2004) e vertido em placa de Petri descartavel
de 100 x 20 mm. Foram selecionados os complexos cumulus-o6citos (CCOs)
gue apresentaram citoplasma homogéneo com no minimo trés camadas de
células (Sugima et al., 2007).

Os CCOs selecionados foram lavados duas vezes em meio TALP-
HEPES e uma vez em meio MIV TCM 199 (Tissue Culture Medium 199 —
Invitrogen, Sao Paulo, BR) suplementado com 20 pg/mL de hormoénio foliculo
estimulante (FSH, Pluset®, Hertape Calier, Juatuba, MG, BR) e soro inativado

de vaca em cio (10%). Trés meios de MIV foram elaborados: sem adigdo de
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melatonina ou acrescido de melatonina nas concentracdes de 10° M e 10 M. Os
meios, preparados com duas horas de antecedéncia, foram mantidos a 38,5 °C
em incubadora a 5% de CO, (Pereira et al., 2010). A maturacdo ocorreu em
placa de cultivo do tipo Nunc (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA,
USA), em pogos contendo 400 uL. de meio de maturagdao e 30 a 40 CCOs por
pogo.

O delineamento utilizado foi Blocos Casualizados (DBC) e as fases
experimentais foram executadas em fatorial 3 x 2, no qual foram avaliadas trés
concentragdes (0 M, 10° M e 10* M) de IGF-I humano (Sigma-Aldrich, S&o
Paulo, SP, BR) adicionadas ao meio MIV e duas condi¢des de incubacéo
(convencional: 24 horas a 38,5 °C e 5% CO,; ou choque térmico: 12 horas a 41
°C seguido por 12 horas a 38,5 °C e 5% CO,). As concentracdes de melatonina
utilizadas foram determinadas de resultados descritos na literatura, em que
foram observadas variacdes entre 10™* M até 10° M em meios de MIV e CIV de
odcitos bovinos (Takada, et al., 2010; Cebrian-Serrano et al., 2013; Tian et al.,
2014).

Fase 1 - Fragmentacdo de DNA e maturacao de odcitos bovinos

Para analise da fragmentacdo de DNA e da maturacdo oocitaria foram
realizadas quatro repeticdes e utilizados 232 + 15 odcitos por repeticdo. Apds o
periodo de maturagdo, os CCOs foram desnudados em solucéo de PBS acrescida
de hialuronidase 0,1% (Sigma-Aldrich, Sao Paulo, SP, BR) em vértex por cinco
minutos e lavados duas vezes em solugdo salina tamponada (PBS) contendo
0,1% de polivinilpirrolidona PVP aquecido a 37 °C. Ap6s o desnudamento, 0s
odcitos foram lavados trés vezes em solucdo de PBS-PVP, com posterior
imersdo do material em 4% de paraformaldeido em PBS por uma hora. Em

seguida, os oocitos foram lavados trés vezes em gotas de 50 pL de PBS-PVP.
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Apos a fixagdo os oocitos foram armazenados a 4 °C em microtubos com 1000
uL de PBS-PVP.

Os odcitos fixados foram processados para o ensaio de marcacdo nick-
end com dUTP mediada pela desoxinucleotidil transferase terminal (TUNEL)
utilizado para identificar fragmentos de DNA, caracteristicos do processo de
apoptose. Para tanto, foi utilizado o kit comercial DeadEnd™ Fluorometric
TUNEL System (Promega, Madison, WI, EUA). Os od6citos foram
permeabilizados em solugdo de Triton X-100 (0,2%) em solugdo salina fosfatada
por 5 minutos, lavados e equilibrados em tampdo de equilibrio por 5 a 10
minutos. No controle positivo, os odcitos foram pré-incubados com enzima
DNAse, mimetizando o processo de morte celular. Em seguida, foram incubados
em uma solucdo contendo tampao de equilibrio, mix de nucleotideo e enzima
recombinant terminal deoxynucleotidyl transferase (rTdT) e corante de
fluoresceina-12-desoxiuridina-5’-trifosfato (dUTP) por 1 hora a 37 °C em
camara umida. No controle negativo, os oécitos foram incubados na auséncia da
enzima rTdT.

Ap0s o periodo de incubacgdo, os odcitos foram transferidos para laminas
e corados com 4’6-diamidino-2-phenylindole (DAPI, Sigma-Aldrich, Séo Paulo,
SP, BR) em Vectashield (Vector Laboratories, Inc., Burlingame, EUA) (corante
de DNA) e recobertos com laminula para observacdo em microscopio de
epifluorescéncia (200x) (Motic, BA400, Motic Instruments Inc., Richmond,
Canadd). Em cada odcito foi observada a presenca de DNA integro. A
quantificagdo dos oocitos em metafase Il (o6citos maturados) foi realizada, por
meio da observagdo morfoldgica dos ndcleos corados com DAPI (Cebrian-
Serano et al., 2013).

Fase 2 - Producdo de EROS e atividade mitocondrial Para avaliacdo da

atividade mitocondrial e producdo de EROS foram realizadas trés repeticoes.



92

Foram utilizados 93 + 6 06citos por repeti¢do para a atividade mitocondrial e 80
+ 9 odcitos por repeticdo para a producdo de EROS. Apds a MIV os o6citos
desnudados foram incubados em 200 pL do meio PBS acrescido de PVA
(0,1%), contendo 50 nM do MitoTracker Red CMX-Ros (Invitrogen, EUA),
durante 30 minutos a 38,5°C. Em seguida, os odcitos foram lavados em PBS-
PVA. Apobs a lavagem em PBS-PVA, esses odcitos foram incubados em gotas de
PBS, contendo 10 uM de diacetato de 2',7'-diclorofluoresceina (DCFDA, Sigma-
Aldrich, Séo Paulo, SP, BR), durante 15 minutos 38,5°C.

Em seguida, os odcitos foram lavados trés vezes em gotas de PBS-PVA
e montados em Iaminas para andlise da atividade mitocondrial e producgdo de
ERQOS, por meio da leitura das emissdes fluorescentes, conforme descrito acima.
A leitura foi realizada em todos os odcitos para a avaliagdo da atividade
mitocondrial, no entanto, para a avaliacdo de EROS, a leitura foi possivel
somente uma parcela dos odcitos. A intensidade emitida foi quantificada por

meio do software Image J.

Fase 3 - Atividade da enzima caspase-3

Para andlise da atividade da enzima caspase-3, foram realizadas trés
repeticOes e utilizados 93 + 2 odcitos por repeticdo. Os oocitos foram lavados
trés vezes em gotas de 50 uL. de TCM-199-HEPES-PVA e incubados em gotas
de 15 pL de TCM-199-HEPES-PVA contendo 5 pM de PhiPhiLux-G1D2
(Calbiochem, San Diego, CA, USA), substrato especifico para a enzima caspase-
3, por 40 minutos a 38 °C protegido da luz. Os odcitos para controle negativo
foram incubados em gotas de 15 L. de TCM-199-HEPES-PVA. Em seguida, 0s
odcitos foram lavados trés vezes em gotas de 50 uL. de TCM-199-HEPES-PVA.
Apos, 0s o0citos foram transferidos para laminas em gotas de 10 uL. TCM-199-
HEPES-PVA e recobertos com laminula para leitura da atividade de caspase-3.

As emissOes fluorescentes dos odcitos foram registradas utilizando uma camara
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digital acoplada ao microscépio de fluorescéncia (Olympus BX53; Camera:
Olympus ccd DP72, Tokio, JP). A intensidade emitida foi quantificada por meio
do software Image J (1.49, National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA).

Fase 4 - Producao in vitro de embribes

Para producdo in vitro de embrides, foram realizadas seis repetices e
utilizados de 193 + 14 odcitos por repeticdo. Apos o periodo de maturagdo os
CCOs foram submetidos a fertilizagdo e cultivo embrionario. Foram observadas
as taxas de clivagem dos embries no dia 3, o numero, o estagio de
desenvolvimento dos embrides nos dias 7 e 8 e a taxa de estruturas degeneradas
em relacdo ao numero total de oocitos. A qualidade embrionaria foi avaliada por
meio da mensuracdo da quantidade de células totais, indice de células da MCI,
apoptose de células totais e da MCI.

Preparo do sémen e fertilizagdo in vitro

Apos 24 horas de MIV, os odcitos foram fecundados in vitro com sémen
congelado de uma Unica partida de um Gnico touro provado da raga Holandesa,
disponivel no mercado. O descongelamento da palheta de sémen foi realizado
em banho-maria a 37 °C por 30 segundos e a motilidade espermatica avaliada
em seguida. Para lavagem e selecdo espermatica a dose de sémen foi depositada
sobre a superficie do gradiente de Percoll® (Biodux, Campinas, Brasil),
previamente estabilizado em estufa para ambientagdo. O gradiente de Percoll foi
preparado com 200 pL de Percoll 90% e 200 pL de percoll 45% colocados em
ordem crescente em Eppendorf.

O tubo foi levado & microcentrifuga por 7 minutos a 300 G. Apds a
primeira centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e, em seguida, foram
adicionados 400 pL de meio de fertilizagdo (FERT-TALP, acrescidos de 10

Ul/mL de heparina). O tubo foi novamente centrifugado por 5 minutos a 300 G
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e 0 sobrenadante descartado, restando aproximadamente 30 puL de sémen no
tubo. Foram entdo adicionados 70 pL de meio (FERT-TALP, acrescido de 10
Ul/mL de heparina) sobre pellet de sémen. O contetdo final de 100 pL (30 pL
de sémen e 70 uL de meio de fertilizacdo) foi homogeneizado e utilizado para a
avaliacdo de motilidade e vigor, contagem espermaética pés-percoll e fecundacéo
dos odcitos. A motilidade e o vigor foram avaliados em microscopia de campo
claro com aumento de 400 x. A contagem foi realizada em camara de Neubauer,
utilizando-se uma diluicdo de 1:20. O sémen foi diluido em volume apropriado
do meio de fertilizacdo para obtengo da concentracio espermética de 2,0 x 10°
espermatozoides/mL.

Durante a centrifugagdo do sémen, os odcitos j& maturados foram
lavados duas vezes no meio de fertilizacdo, antes de serem transferidos para as
gotas do meio de fertilizacdo (100 uL) cobertas com o6leo mineral em placas de
Petri de 35 x 10 mm. O processo de fertilizacdo dos o6citos foi realizado por um
periodo de 20 a 22 horas a 38,5 °C em 5% de CO, em ar e umidade saturada. Em

cada gota de fecundacdo, foram colocados aproximadamente 30 odcitos.

Desnudamento e cultivo in vitro dos embrides

Apos a fecundagéo, os presumiveis zigotos foram transferidos para tubos
conicos de 15 mL e desnudados em hialuronidase 0,1% m/v (Sigma-Aldrich,
S&o Paulo, SP, BR) em vortex por 5 minutos para remover as células do cumulus
circundante e os espermatozoides associados. Apdés o deshudamento, as
estruturas foram rastreadas, lavadas duas vezes em meio TALP-HEPES e, por
altimo, em meio de cultivo (CR2aa acrescido de soro fetal bovino a 2,5%). Em
seguida, foram transferidas para placas de quatro pogos contendo 400 pL de
meio de cultivo coberto com dleo mineral. Durante todo o cultivo, as placas
contendo os embrides foram colocadas em estufa de cultivo, contendo uma
mistura gasosa de 5% de O,, 5% de CO, e 90% de N, (White Martins, Séo
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Paulo, SP, Brasil), com temperatura de 38,5 °C e umidade saturada por oito dias
(D8).

Imunocitoquimica e indice apoptético embrionario (TUNEL)

ApoOs a avaliagdo do desenvolvimento embriondrio em D8, foram
realizadas as analises de imunocitoquimica, para quantificar a massa celular
interna, e de TUNEL, para quantificar a fragmentacdo do DNA nas células
embrionarias. Os mesmos embrides foram utilizados para a realizacdo das duas
analises. Inicialmente, as estruturas foram fixadas conforme descrito para 0s
odcitos na fase 1. Em seguida, foram realizadas trés lavagens de cinco minutos
em PBS com 0,3% de Triton X-100. Apos as lavagens foi realizado o bloqueio
em 5% de soro normal de cabra (NGS, Sigma-Aldrich, S&o Paulo, SP, BR) por
30 minutos, e incubagdo durante a noite em geladeira com o anticorpo primario
anti-SOX2, 1gG de coelho (1:200, Cell Signaling, Danvers, MA, USA).

No dia seguinte, os embrides foram lavados trés vezes em PBS com
0,3% de Triton X-100 por cinco minutos e incubados com o anticorpo
secundario cy3 anti-1gG de coelho (Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA,
USA) diluido 1:800 em PBS-BSA 2%. Essa incubagdo foi feita em camara
Umida por 1 hora e 30 minutos a temperatura ambiente. Trés novas lavagens
com PBS-Triton 0,01% foram realizadas antes da adi¢do de 0,1% de 4',6-
diamidino-2-phenylindole (DAPI, Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, SP, BR) por cinco
minutos. Em seguida, o material foi lavado com PBS e entdo submetido a
anélise de TUNEL.

A captura das imagens foi executada em microscépio confocal Leica
TCS SP5II (Mannheim, Alemanha), utilizando aumento de 40x. Foram
processados, no minimo, 15 embrides expandidos, que foram escolhidos
aleatoriamente de pools de quatro repeticbes de cada grupo. O numero de células

totais, células da massa celular interna e o numero de células apoptéticas foram
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analisados utilizando-se o software LAS AF (2.6.3, Leica Microsystem,
Alemanha). Os indices de células da massa celular interna e de células
apoptoticas foram calculados em relagcdo ao nimero total de células e o nimero
de células positivas para SOX2 ou TUNEL, respectivamente. Para a avaliacdo
de toda a estrutura tridimensional do embrido as imagens de microscopia foram
adquiridas em cortes seriados com aproximadamente 6 micrémetros de distancia

entre as microfotografias.

Analise estatistica

Todas as andlises foram realizadas, utilizando-se o software SAS®
(Statistical Analysis System, versdo 9.3, SAS Inst., Inc., Cary, NC, USA). A
varidvel taxa de fragmentacdo de DNA foi analisada por modelos lineares
generalizados, considerando a distribuicdo binomial e fungdo de ligacdo logit,
utilizando o procedimento GENMOD. A variavel porcentagem de maturacéo foi
analisada por modelos lineares generalizados mistos considerando a distribuicdo
binomial e funcdo de ligacdo logit, utilizando o procedimento GLIMMIX e a
repeticdo como efeito aleatério. A producdo de EROS, atividade mitocondrial e
atividade da enzima caspase-3 foram analisadas pelo procedimento MIXED,
utilizando o odcito como efeito aleatdrio.

A taxa de clivagem e de blastocistos nos dias 7 e 8, classificacdo de
blastocistos (porcentagem de blastocistos e blastocistos eclodidos) foram
analisadas, por modelos lineares generalizados, considerando a distribuicdo
binomial e funcdo de ligacdo logit, utilizando o procedimento GENMOD. O
nimero total de células embriondrias foi analisado pormodelos lineares
generalizados mistos, considerando a distribuicdo de Poisson e fungéo de ligagéo
log, utilizando o procedimento GLIMMIX, como embrido como efeito aleatorio.
Apoptose do namero total de células embrionérias, porcentagem e apotose da

massa celular interna foram analisadas por modelos lineares generalizados
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mistos, considerando a distribuicdo binomial e funcdo de ligacdo logit,
utilizando o procedimento GLIMMIX , com o embrido como efeito aleatério. O
modelo considerou os efeitos da condicdo de incubacdo, concentracdo de IGF-I,
a, repeticdo e interacdo entre a concentracdo de IGF-1 e condicdo de incubacéo.
As diferencas foram consideradas significativas quando o P<0,05. Dados
continuos foram apresentados como médias + erro padrdo da média (E.P.M) e

dados binomiais apresentados como porcentagens.
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RESULTADOS

N&o houve interacdo entre condicdo de incubacdo e concentracBes de
melatonina em nenhuma das analises do presente estudo (P > 0,05). A adicdo de
melatonina, ao meio MIV, ndo alterou a porcentagem de maturacdo nuclear (P >
0,05), mas, o choque térmico reduziu a porcentagem de maturacdo (P < 0,05).
Tanto a condigdo de incubagdo quanto a concentracdo de melatonina ndo
tiveram efeito na porcentagem de o6citos TUNEL-positivos (P > 0,05). A
atividade da enzima caspase-3 ndo foi alterada pela condigdo de incubacéo ou
pela adicdo de melatonina ao meio de maturacéo (P > 0,05; Tabela 1).

A melatonina foi eficaz em reduzir a producdo de EROS (P < 0,05). Além
disso, o choque térmico aumentou a produgdo de EROS (P < 0,05). A atividade
mitocondrial foi reduzida pelo choque térmico (P < 0,05), mas ndo foi influenciada pela
adicdo de melatonina (P > 0,05, Tabela 1).



Tabela 1. Efeito da adicdo de melatonina ao meio MIV e da condi¢do de incubagdo na maturacdo nuclear (MII),
fragmentacdo de DNA (Tunel-positivo), atividade da enzima caspase-3, produgdo de espécies reativas de oxigénio
(EROS) e atividade mitocondrial de o6citos bovinos (Média = E.P.M)

) Melatonina (M) Condicéo de Incubagéo
Variavel . - -
0 10 10* Convencional Choque térmico
% (n=8) % (n=12)
MII 65,5+5,7 65,2 +5,8 67,6 £3,1 83,1+1,7° 65,6 +3,9"
Tunel-positivo 32+14 18+11 1,7+0,7 2,007 30+£1,1
Unidades arbitrarias Unidades arbitrarias
c 3 92145+576,5 9073,9+5385 8767,6+518,6 8928,7 + 393,4 9133,4 £ 506,5
aspase-
(n=94) (n=95) (n=91) (n =153) (n=127)
EROS 7000,8 + 331,7" 5799,4+300,1° 5602,5+294,9° 5494,8 + 166,9°  6855,9 + 325,8°
(n=181) (n=81) (n=79) (n=127) (n=114)
) ) 31868,1 + 777,6 31825,0 + 11857 33164,5+ 11650  34919,3+821,0° 298384 +848,4°"
Mitocondrial
(n=129) (n=125) (n=117) (n=177) (n=194)

A8 Médias seguidas por letras diferentes na mesma linha diferem pelo teste T (P < 0,05).

2P Médias seguidas por letras diferentes, na mesma linha, diferem pelo teste F (P < 0,05).

66
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N&o houve efeito da condicdo de incubacdo e da adicdo de melatonina
na taxa de clivagem e na proporcéo de embrides no estagio de duas, trés a sete
ou com oito ou mais células (P > 0,05; Tabela 2). A taxa de blastocistos nos dias
7 e 8 em relacdo ao nimero total de o6citos e taxa de blastocistos em relagdo ao
numero de estruturas clivadas foram reduzidas pelo choque térmico (P < 0,05),
mas ndo foram influenciadas pela adicdo de melatonina ao meio MIV (P > 0,05,
Tabela 2). N&o houve efeito da adi¢cdo de melatonina (P > 0,05) ao meio MIV
nas anélises de taxa de estruturas degeneradas em relagdo ao ndmero total de
odcitos, taxa de blastocistos expandidos e eclodidos no dia 8 em relagdo ao
namero total de odcitos (P > 0,05). Porém, o estresse térmico aumentou as taxas
de estruturas degeneradas e reduziu a taxa de blastocistos expandidos (P< 0,05;
Tabela 2).



Tabela 2. Efeito da adicdo de IGF-I ao meio MIV e da condicdo de incubagdo nas taxas de clivagem, embrides com 2
células, 3-7 células e > 8 células, blastocistos nos dias 7 (D7) e 8 (D8), estruturas degeneradas, blastocistos expandidos
(Bx) e eclodidos (Be) no dia 8 (Média £ E.P.M)

Melatonina (M) Condicéo de Incubagéo
Variavel 0 10° 10" Convencional ~ Choque térmico
(n=382) (n=387) (n=388) (n =584) (n=573)
Clivagem (%) (72 horas apds FIV)
Clivagem 68,7 +4,3 73,2+53 68,8+ 3,5 719+35 68,5+ 3,6
2 células 24,3+53 16,4 +4,9 25,3+2,3 185+25 254 +4.3
3-7 células 62,2+ 6,2 725+53 65,6 + 3,1 69,9+34 63,6 £4,8
>8células 135+3,1 11,1+£1,6 9,1+£20 116+£15 109+2,3
Blastocisto (%)

D7 23,7+3,1 268+4,4 254+24 282+29° 22,4 424"
D8 24,6 +3,3 270+4,1 245+2,6 29,7+29° 209+2,1°
Degeneradas 75,4+ 3,3 755+4,1 73,0+2,6 703+29° 79,1+2,1°
Bx 10,8 +0,9 10,9+0,9 12,3+0,7 15,0+0,8° 76+04°

Be 54+0,3 38+0,5 52+0,4 47+0,3 49+04

%> Médias seguidas por letras diferentes na mesma linha diferem pelo teste Qui-Quadrado (P < 0,05).

TOT
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Né&o houve efeito da adi¢do de melatonina no nimero total de células, taxa de
células embrionarias em apoptose em relagdo ao nimero total de células e taxa de
células da MCI em relagdo ao numero total de células (P > 0,05). No entanto, a
concentracdo de 10™ M reduziu a taxa de células em apoptose na MCI em relagdo ao
namero total de células da MCI. O choque térmico reduziu o nimero total de células
embrionarias (P < 0,05; Tabela 3).



Tabela 3. Efeito da adicdo de melatonina ao meio MIV de odcitos bovinos e do choque térmico na qualidade embrionaria (Média +
E.P.M)

Melatonina (M) Condicéo de Incubagéo
Variavel 0 10° 10* Convencional ~ Chogque térmico
(n=30) (n=30) (n=30) (n=45) (n=45)
Total de células 108,2+44 112,1+£55 114,0 £ 3,7 117,6 £3,2° 105,2+4,0°

Apoptose (%) 149+14 13,2+0,9 124+10 13,0+£0,9 14,1+0,9

MCI (%) 23,2+16 24,3+ 1,7 248+16 248+11 234+15
Apoptose de A A 5

41,7 £ 3,7 35,7+3,3 27,927 335+£25 36,7+ 3,0
MCI (%)

~B Médias de concentracdo seguidas por letras diferentes na mesma linha diferem pelo teste T (P < 0,05).

2> Médias de condicéo de incubacdo seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem pelo teste F (P < 0,05).

€01
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DISCUSSAO

O modelo de choque térmico (in vitro) é eficiente em recriar os efeitos
do estresse térmico (in vivo) em odcitos e embriGes bovinos (Gendelman; Roth,
2012a). As consequéncias do choque térmico, durante a MIV do odcito podem
ser dependentes do tempo e temperatura (Rispoli et al. 2011). Em razdo disso,
varios autores tém avaliado a temperatura de 41,0 ou 41,5°C, com diferentes
tempos de exposicdo ao choque térmico (Roth e Hansen, 2004a; Rispoli et al.,
2011; Meiyu et al., 2014).

Este foi o primeiro estudo em que se avaliou o efeito da adicdo de
melatonina no meio MIV de odcitos submetidos ao choque térmico. Na primeira
fase experimental, a melatonina ndo apresentou efeito na MIV, contrariando
outros estudos que utilizaram melatonina na MIV de o aumento do numero
total de células odctios bovinos sob condi¢Ges convencionais de maturagao
(38,5°C) (El-Raey et al., 2011; Tian et al.,, 2014). Da mesma forma, a
fragmentacdo de DNA também ndo foi influenciada pela melatonia. Esse fato
provavelmente se deve ao tempo de exposicdo ao hormonio, ja queembrionarias
foi relacionado com a redugdo da apoptose celular, quando o mesmo foi
adicionado ao CIV de embrides suinos (Rodriguez-Osorio et al., 2007).

Como se sabe, os efeitos benéficos da melatonina na maturacéo exibem
dependéncia da concentragdo (Reiter et al., 2009; Tian et al., 2014). Assim o
excesso de melatonina pode nédo ter efeito na maturagdo de odcitos, ja que
concentracgdes fisioldgicas de EROS sdo necessarias para o reinicio da meiose
(Takami et al., 1999; Ramalho-Santos et al., 2009). Apesar de consideradas
concentracdes utilizadas serem elevadas quando comparadas as presentes no
fluido folicular de bovino relatados na literatura, que variam entre 10° e 10™ M,

nenhum efeito negativo foi observado nas varidveis avaliadas no odcito.
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A reducdo da taxa de maturacdo oocitaria promovida pelo choque
térmico observada no referido experimento estdo de acordo com os apresentados
por alguns autores (Nabenishi et al., 2012; Cebrian-Serrano et al., 2013). Sabe-se
gue o estresse térmico pode ocasionar um atraso na maturacdo oocitaria (Payton
et al., 2004), além disso, a reducdo da taxa de maturacdo pode ter sido causada
pela atuacdo das ERQOS diretamente nos odcitos, além da reducdo da atividade
mitocondrial.

A fragmentacdo de DNA no odcito ndo foi influenciada pelo choque
térmico, como relatado por Takada et al. (2010) e Nabenishi et al. (2012).
Contudo, resultados contrarios ao presente experimento foram apresentados por
Roth e Hansen (2004b; 2005) e Soto e Smith (2009). A redugdo na maturagao
ocasionada pelo choque térmico, na auséncia de TUNEL positivo, pode estar
relacionada a apoptose nas células do cumulus (CCs). Reagbes apoptoéticas sdo
detectadas nas CCs em odcitos submetidos ao choque térmico, mesmo sem a
ocorréncia da apoptose nos odcitos, sugerindo que a falha de maturacdo de
odcitos submetidos ao choque térmico pode ndo ter sido, em razdo da apoptose
ou aos danos no DNA dos od6citos (Yuan et al., 2008; Nabenishi et al., 2012).
Portanto, a maturagdo dos odcitos sob choque térmico pode ter sido inibida pelo
aumento de CCs TUNEL positivas.

Na segunda fase experimental, a atividade mitocondrial foi mensurada
com base na agdo protetora da melatonina sobre mitocondrias em situagdes de
estresse oxidativo (Carretero et al., 2009; Anjum et al., 2011). Dessa forma, o
referido hormdnio pode impedir diretamente o dano mitocondrial em odcitos
(Tamura et al., 2008), por reduzir os danos as proteinas e a0 DNA mitocondrial
e melhorar a atividade da cadeia de transporte de elétrons (Steinhilber et al.,
1995), resultando em melhoria da qualidade odcitéria (Tamura et al., 2008). No
entanto, a atividade mitocondrial de odcitos tratados ndo apresentou alteracéo,

resultado similar ao apresentado por autores que adicionaram melatonina ao
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meio MIV em odcitos que ndo foram submetidos ao choque térmico (El-Raey et
al., 2011).

O chogue térmico reduziu a atividade mitocondrial, demonstrando que
mesmo os odcitos de bovinos mesticos podem ser afetados pela temperatura
elevada durante o periodo de maturacdo. A reducdo da atividade mitocondrial de
odcitos submetidos ao choque térmico durante a MIV também foi observada em
bovinos Bos Taurus (Gendelman e Roth, 2012 b) e mesticos Bos Indicus (Ispada
et al., 2011), além da redugéo do potencial de membrana mitocondrial oocitéria
(Soto e Smith, 2009).

As mitocondrias s&o o principal local intracelular de formacdo de EROS
(Tamura et al., 2013) e a regulacéo de sua atividade em odcitos ¢é afetada por
varios fatores maternos, como o nutricional (Van Hoeck et al, 2013), e
ambientais (Soto e Smith, 2009). Algumas das consequéncias da exposi¢do dos
complexos cumulus-o6cito ao choque térmico é a redugdo do potencial de
membrana mitocondrial das células do cumulus (Soto; Smith, 2009; Paula-Lopes
et al., 2010). Além disso, 0 DNA mitocondrial é um dos principais alvos das
EROS, em razdo da sua localizagdo préxima a membrana mitocondrial interna,
onde oxidantes sdao formados e a atividade de reparo do DNA ¢é reduzida
(Tamura et al., 2008). O efeito deletério da temperatura pode estar relacionado a
perda de competéncia oocitaria e/ou inicio da ativacdo da cascata de apoptose.
Durante a maturagdo do odcito, alteracGes mitocondriais podem surgir a partir
da producéo excessiva de EROS, que esta associada com a producgéo de energia
ou excesso de célcio que resulta no aumento da permeabilidade da membrana
mitocondrial e subsequente apoptose (Wang et al., 2009). Tem sido demonstrado
que as tensdes celulares, muitas vezes, alteram a funcdo mitocondrial e ativam a
cascata apoptética mitocondrial (Ispada et al., 2011). Durante os estadios iniciais
da apoptose, proteinas pro-apoptéticas aumentam a permeabilidade da

membrana mitocondrial externa, levando a liberacéo de pequenas moléculas pro-
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apoptéticas do espago intermembranar mitocondrial para o citosol e subsequente
ativacdo de apoptose (Patterson et al., 2000).

A melatonia reduziu a concentracdo de EROS, isso se deve ao fato de
gue o horménio age detoxificando espécies reativas de oxigénio
eletrodeficientes (Vijayalaxmi et al., 2004), além de estimular a atividade de
outras enzimas antioxidantes (Tamura et al., 2008; Kumar 2015). Além disso, 0
presente estudo demonstra, pela primeira vez, que o choque térmico direto pode
ocasionar um estresse oxidativo em odcitos bovinos, por meio do aumento da
producéo de EROS.

Na terceira fase experimental, a atividade da enzima caspase-3 foi
mensurada, como base no fato de que a melatonina pode atuar como um
hormdnio antiapoptético, por meio da regulacdo da liberagdo mitocondrial do
citocromo c e inibicdo da caspase -9 e -3 (Baydas et al., 2005). No entanto, a
adicdo do hormonio ndo alterou a atividade da enzima caspase-3, nessa fase
experimental, o que corrabora com o resultado apresentado na primeira fase
experimental, em que ndo ocorreu diferenca na fragmentacdo de DNA.

Na quarta fase experimental, os resultados de PIV observados no
presente trabalho corroboram com alguns autores que utilizaram melatonina
durante a MIV de o6citos bovinos maturados em condi¢des convencionais e ndo
observaram diferenca na clivagem e na taxa de blastocistos (Takada et al., 2010;
Takada et al., 2012). Esse resultado provavelmente se deve ao fato de que a
melatonina, quando adicionada ao meio MIV ndo possui capacidade suficiente
para ocasionar alteragdes no odcito que sejam capazes de influenciar na
producdo de blastocistos. Esse fato talvez ndo esteja relacionado & agdo
ineficiente do horménio em si, mas sim a curta esposi¢do dos odcitos, durante a
MIV, ja que trabalhos em que o horménio foi adicionado ao meio CIV de

embrides bovinos (Wang et al., 2014), bubalinos (Manjunatha et al., 2009) ou
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suinos (Rodriguez-Osorio et al., 2007) resultaram em maiores percentuais de
producdo embrionéria.

O numero de células apoptdticas (Yuan et al., 2003), a fragmentacdo de
DNA (Nabenishi et al., 2012), a producdo de EROS (Russo et al., 2014) e 0
numero total de células (Lonergan et al., 2006) sdo parametros que podem ser
utilizados para avaliar a qualidade embrionéria. Portanto, os dados referentes a
qualidade embrionéria estdo de acordo com a redugdo da concentragdo de EROS
e atividade mitocondrial, pois, em odcitos bovinos, a maior quantidade de
mitocondrias ativas estd positivamente correlacionada com a alta competéncia
de desenvolvimento (Tarazona et al. 2006). Um resultado interessante do
presente estudo foi a melhoria da qualidade embrionaria ocasionada pela
melatonina, representada pela reducdo da apoptose das células da MCI, melhoria
ocasionada pela reducdo na producdo de EROS. Pode-se inferir também que a
melhoria na qualidade dos embrides esta relacionada a acdo independente de sua
propriedade antioxidante, uma vez que ja foi proposta uma acao epigenética da
melatonina (Korkmaz et al., 2008). Além disso, a melatonina ndo s6 tem acédo de
reducdo de radicais livres, mas também tem efeitos sobre a maturagdo dos
odcitos pela ativacao dos receptores de melatonina na membrana (MT1 e MT2),
0s quais inibem a atividade da enzima adenilato ciclase e ativa a proteina
quinase C (PKC), que melhora a maturagéo nuclear e a qualidade de blastocistos
(Sampaio et al., 2012).

Um trabalho recente (Tian et al., 2014) relatou um efeito
dose/dependente, em que dosagens de 10° a 107 M de melatonina no meio MIV
melhoraram o desenvolvimento de embrides e 0 niUmero médio de células por
blastocistos bovinos. A melhoria também foi observada com a adigdo de 10° M
de melatonina ao meio de CIV de embrides suinos (Rodriguez-Osorio et al.,

2007), o que difere dos resutados do presente experimento. Apesar da utilizacdo
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de concentragdes mais elevadas em nosso estudo, nenhum paréametro foi afetado
pela elevagéo nas concentragdes utilizadas durante a MIV.

Em concordancia com os resultados desse estudo, outros trabalhos tém
demonstrado que o choque térmico durante a MIV de odcitos bovinos ndo tém
efeito sobre a taxa de clivagem (Rispoli et ai. 2011; Payton et al., 2011; Silva et
al., 2013; Cebrian-Serrano et al., 2013). Porém, apresenta efeito negativo na taxa
de blastocistos (Zhandi et al., 2009; Satrapa et al., 2011; Nabenishi et al., 2012;
Rispoli et al., 2011). Os embrides produzidos a partir de oécitos submetidos ao
choque térmico apresentaram caracteristicas negativas que podem ser
relacionadas ao efeito da alta temperatura. Isso pode ser confirmado pela
reducdo do numero de células totais. A qualidade dos odcitos e do embrido é
critica para a PIV, o aumento do ndmero médio de células/blastocistos
representa uma melhoria na mitose e na implantacdo embrionaria, sendo que a
qualidade odcitaria/fembrionaria reduzida estd diretamente associada ao baixo
potencial de desenvolvimento do embrido (Tian et al., 2014). Além disso, 0 meio
de MIV pode alterar os niveis de mMRNA em odcitos, afetando a sua capacidade
de desenvolvimento (Watson et al., 2000). O comprometimento da funcdo
mitocondrial pode resultar no aumento da expressdo da proteina pré-apoptética
Bax e deplecéo do citocromo c, resultando em morte celular ap6s a ovulacéo e a
fertilizacdo (Fernandes et al., 2012). Da mesma forma que no presente estudo,
alguns autores (Lawrence et al., 2004; Roth e Hansen, 2004 b; Soto, Smith et al.,
2009) ndo observaram efeito do choque térmico no ndmero de células dos
blastocistos, enquanto outros autores (Ju et al., 2005; Zhandi et a., 2009;
Cebrian-Serrano et al., 2013) observaram reducdo. Semelhante ao presente
estudo, foi relatado que o choque térmico ndo afeta a porcentagem de células da
MCI (Ju et al., 2005; Zhandi et a., 2009).
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CONCLUSOES

O presente estudo permite concluir que a utilizagdo de melatonina na
concentragdo de 10™ M, durante a MIV de o6citos bovinos possibilita a melhoria
da qualidade dos embrides produzidos. Um dos mecanismos mais importantes é
0 da reducdo do estresse oxidativo no odcito, porém sem capacidade de alterar a
atividade mitocondrial e da enzima caspase-3. S&0 necessarias novas
investigacOes para determinar se a melatonina pode induzir alteragbes benéficas
na qualidade embrionaria a nivel molecular. Além disso, seria interessante a
avaliagdo em trabalhos futuros a possivel utilizacdo de melatonina in vivo, por
meio de implantes se torna uma alternativa pladsivel para melhorar os indices
reprodutivos em bovinos. Porém, mais estudos sdo necessarios para a avaliagdo

e desenvolvimento de protocolos, a serem utilizados.
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