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RESUMO GERAL

O estresse térmico por calor aumenta a producdo de radicais livres, o que contribui para
diminuicdo da qualidade dos odcitos e dos embrifes. Assim, a adi¢do de antioxidantes, como
a melatonina, ao meio de maturagdo in vitro (MIV), tem o potencial de reduzir os prejuizos
causados pela alta temperatura. O objetivo foi avaliar os efeitos da adicdo de melatonina ao
meio MIV de odcitos bovinos submetidos ao choque térmico sobre as taxas de producédo e
qualidade de blastocistos. Os odcitos utilizados, para a producado in vitro de embrides, foram
provenientes de ovarios de abatedouros e maturados sob choque térmico (12h a 41,0 °C
seguido por 12h a 38,5 °C) em meio MIV sem melatonina (0 M) ou acrescido de melatonina
nas concentracdes 102 :10°: 10 e 10 M. No controle positivo (ndo-estresse), os odcitos
foram maturados na auséncia de melatonina sob condigdo convencional (24h a 38,5 °C). No
controle DMSO, os o6citos foram maturados em meio contendo 0,46% de DMSO (mesma
concentracdo presente no tratamento 102 M), sob choque térmico. Foi utilizado o
delineamento em blocos ao acaso, sendo os blocos constituidos pelos dias de coleta de
ovérios. Os tratamentos 102, 10° e 10° M de melatonina e o controle ndo estresse n&o
diferiram (P>0,05) e resultaram em maior proporcéo (P<0,05) de embrides com oito ou mais
células, no dia 3 de cultivo (D3), em comparagao aos tratamentos 10?2 e 0 M. A proporcéo de
embribes com oito ou mais células no D3 foi maior (P<0,05) no grupo controle DMSO
quando comparado com os grupos 10°, 10%? e 0 M. A producéo de blastocistos, nos dias 7
(D7) e 8 (D8), bem como o nimero total de células, a proporcao de células apoptéticas, em
relacdo ao total de células e a proporc¢édo de células apoptéticas na massa celular interna (MCI)
ndo foram influenciados (P>0,05) pela adicdo de melatonina ou de DMSO ao meio MIV,
assim como nao foram influenciados pelo choque térmico (0 M vs controle ndo estresse). O
tratamento 10° M resultou em maior proporcdo (P<0,05) de células da MCI, em relagdo ao
total de células, quando comparado aos tratamentos 10, 102, 0 M e DMSO, mas ndo diferiu
(P>0,05) dos tratamentos 10° M e controle n3o estresse. Por meio de anélise de regress&o
logistica, observou-se que a proporcdo de embriGes com oito ou mais células no D3
aumentou, em funcdo da concentragdo de melatonina (P<0,05) e que a proporcao de células
da MCI aumentou, a partir da concentracdo 10 M, atingindo o maximo na concentracio 10
M, seguido por reducdo até 10° M. Conclui-se que a adicdo de melatonina até 10 M ao meio
MIV de odcitos sob choque térmico estimulou o desenvolvimento embrionéario ao estadio de
16 células e que a proporc¢édo de células da MCI foi aumentada pela adicdo de melatonina na
concentracéo 10 M ao meio MIV.

Palavras-chave: Producdo in vitro de embrides. Choque térmico. Massa celular interna.
Apoptose celular. Antioxidantes.



ABSTRACT

Heat stress increases the production of free radicals, which contributes to a decrease in the
quality of oocytes and embryos. Thus, the addition of antioxidants, such as melatonin, to
the in vitro maturation medium (IVM), has the potential to reduce damages from high
temperatures. Addition of melatonin to the IVM medium of bovine oocytes submitted to heat
shock on production rates and blastocyst quality was evaluated. Slaughterhouse derived
oocytes were matured under heat shock (12 h at 41.0 °C followed by 12 h at 38.5 °C) in IVM
medium without (OM) or with melatonin at 10™*% 10%; 10°and 10 M concentrations. In the
positive (non-stress) control, oocytes were matured in the absence of melatonin under
conventional conditions (24 h at 38.5 °C). In the DMSO control oocytes were matured in
medium containing 0.46% DMSO (same concentration as the 10° M treatment), under heat
shock. Oocytes were randomly assigned to treatments blocked by days of ovarian collection.
Greater proportions (P <0.05) of embryos with eight or more cells on day 3 of culture (D3)
were observed in the 10, 10®and 10° M melatonin treatments and non-stress control
compared to 10 and 0 M treatments. The proportion of embryos with eight or more cells in
D3 was higher (P <0.05) in the DMSO control compared to 10°, 10e 0 M groups.
Blastocyst production on days 7 (D7) and 8 (D8), total number of cells, apoptotic cells to total
cell ratio and the proportion of apoptotic cells to the inner cell mass (ICM) (P> 0.05) did not
change by the addition of melatonin or DMSO to the IVM medium nor by heat shock (0 M vs
non-stress control). The 10" M treatment resulted in a greater proportion (P <0.05) of ICM in
relation to total cells compared to 10°, 10%%, 0 M and DMSO treatments, but did not differ
(P> 0.05) from the 10° M treatment and non-stress control. The greater the melatonin
concentration the greater the proportion of embryos with eight or more cells in D3 increased
(P <0.05). The proportion of MCI cells increased from 10 ® M, peaking at 10 M, followed
by a reduction at 10 M. In conclusion, the addition of melatonin up to 10° M in the MIV
medium of oocytes under heat shock stimulated embryonic development to the 16-cell stage
and the proportion of MCI cells was increased by the addition of 10 M melatonin to the IVM
medium.

Key words: In vitro production of embryos. Heat shock. Inner cell mass. Cellular apoptosis.
Antioxidants.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

Temperaturas elevadas sdo as principais causas do estresse térmico na pecuaria,
gerando prejuizos a producdo nacional durante todo o ano (NARDONE et al., 2010). Os
bovinos de racas especializadas para a producdo de leite sdo especialmente afetados pelo
aumento da temperatura ambiental. Isso ocorre em razdo da grande quantidade de calor
metabdlico gerado para a producdo de leite, podendo causar o quadro de hipertermia e
estresse térmico em locais com temperaturas superiores a 29 °C (ORTEGA et al., 2016).
Fémeas bovinas sob estresse térmico apresentam temperatura corporal acima da fisioldgica
(38- 39 °C), 0 que pode contribuir para a reducédo da fertilidade, como observado por menores
taxas de concepgéo e de prenhez.

As causas da reducdo da fertilidade pelo estresse térmico envolvem o
comprometimento da maturacdo oocitaria, da fertilizacdo e do desenvolvimento embrionario
inicial (LEROY et al.,, 2008). A diminuicdo da qualidade e da competéncia de
desenvolvimento de odcitos expostos ao estresse térmico esta relacionada ao aumento da
fragmentacdo do DNA e da apoptose celular, a desorganizacdo do citoesqueleto (ROTH;
HANSEN, 2004, 2005), bem como ao estresse oxidativo (PAES et al., 2016). O estresse
oxidativo, causado pelo acimulo das espécies reativas de oxigénio (EROS) e de hidrogénio
(ERNS), produz efeitos negativos pela reducdo do potencial de membrana das mitocondrias,
causando a ruptura dessas organelas (JOU et al., 2010; TAN et al., 2007), aumento da
metilacdo das histonas, promovendo alteracdes na expressdo génica (CHERVONA; COSTA,
2012) e aumento da peroxidacdo lipidica e oxidacdo de proteinas, que comprometem a
morfologia e a fisiologia celular (TAMURA et al., 2013). O estresse oxidativo também é
prejudicial ao desenvolvimento futuro do embrido, promovendo a diminuicdo do nimero de
células totais e de células da massa celular interna (MCI) (LOREN et al., 2017). Portanto a
adicdo de antioxidantes aos meios utilizados na producdo in vitro de embrides (PIVE) tem
sido avaliada como forma de minimizar os efeitos deletérios causados pelo estresse oxidativo
(PAPIS et al., 2007; TAN et al., 2007), uma vez que melhora a qualidade oocitaria e,
consequentemente, melhora o desenvolvimento embrionario (ZHAO et al., 2017).

Dentre diversos antioxidantes avaliados na PIVE, a melatonina tem despertado o
interesse de muitos pesquisadores pelo seu potencial de atuar como um doador de elétrons

capaz de detoxificar as espécies reativas, que sdo eletrodeficientes (GITTO et al., 2001;



11

POEGGELER et al., 1993; TAN et al., 2002, 2007; VIJAYALAXMI et al., 2004). Em adicdo,
a melatonina estimula a atividade de enzimas antioxidantes (TAMURA et al., 2008), como a
glutationa peroxidase e superdxido dismutase (RODRIGUEZ et al., 2004). Tem sido relatado
ainda gue a melatonina preserva a funcdo e homeostase mitocondrial, prevenindo o estresse
oxidativo mitocondrial, motivo pelo qual a apoptose e morte celular ocorrem (JOU et al.,
2010; ZHAO et al., 2016). Por fim, diferente dos outros antioxidantes que sédo de natureza
hidrofilica ou lipofilica, a melatonina é anfifilica e de pequeno tamanho, sendo capaz de atuar
reduzindo o dano oxidativo em toda a célula, por atravessar facilmente as barreiras celulares
(REITER et al., 2013).

A hipétese deste estudo é de que os efeitos prejudiciais induzidos pelo choque térmico
sejam amenizados pela adi¢do de melatonina ao meio de maturacgéo in vitro (MIV) de odcitos
bovinos, resultando em maior producdo e melhor qualidade dos embribes produzidos.
Portanto o experimento teve por objetivo avaliar a resposta a diferentes doses de melatonina
adicionada ao meio de maturacdo de odcitos, sob choque térmico, nas taxas de clivagem e de
producdo de blastocistos, na proporcdo de células na massa celular interna e de células

apoptoticas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Estresse térmico na reproducéo

A temperatura corporal dos animais homeotérmicos é mantida por um sistema termo
regulatério, o qual evita que as condi¢cbes ambientais causem o estresse térmico
(AGGARWAL; UPADHYAY, 2013). O estresse térmico é causado por uma combinacdo de
fatores como temperatura, umidade, radiacdo solar, movimentacdo do ar e precipitagdes
(BOHMANOVA; MISZTAL; COLE, 2007), alterando a temperatura corporal para além da
temperatura ideal (HANSEN, 2009), que é de 38 a 39 °C nos bovinos (SMITH, 2009). As
diferencas nas adaptacdes genéticas e fisiologicas determinam 0s prejuizos causados,
tornando alguns animais mais e outros menos resistentes ao estresse térmico (HANSEN,
2013). Dessa forma, ragas de Bos indicus e algumas Bos taurus sdo mais resistentes as
condicGes tropicais, alta umidade e alta temperatura, comparadas as racas que evoluiram na
Europa, como o gado Holandés (PAULA-LOPES et al.,, 2013). Esta diferenca torna-se
particularmente importante, para vacas de alta producdo de leite, por possuirem maior
demanda metabolica e maior producdo de calor metabdlico (WOLFENSON; ROTH,;
MEIDAN, 2000).

O estresse térmico é um dos fatores responsaveis pelo aumento do nimero de servi¢cos
e do intervalo de partos (RAY; HALBACH; ARMSTRONG, 1992), reducdo da duracdo e
intensidade do estro (GANGWAR; BRANTON; EVANS, 1965; HUSSAIN; FUQUAY;
YOUNAS, 1992) e reducéo na taxa de concepcao (JORDAN, 2003), que refletem diretamente
sobre a eficiéncia reprodutiva. Essas alteracfes sdo consequéncias do impacto negativo do
estresse térmico no desenvolvimento folicular, nos mecanismos enddcrinos e hormonais e na
capacidade de desenvolvimento do odcito e do embrido (AL-KATANANI; PAULA-LOPES;
HANSEN, 2002; RENSIS; SCARAMUZZI, 2003).

Zeron et al. (2001), em trabalho com vacas e novilhas da raca holandesa, observaram
menores taxas de concepg¢do no verdo (11 a 17%) comparadas com o inverno (38 a 45%),
tanto em multiparas quanto em primiparas. Segundo os autores, as diferencas relacionadas
com a estacdo do ano, provavelmente, foram o resultado de mudancas no numero de foliculos
e na qualidade de odcitos, visto que os efeitos estacionais afetaram todas as células foliculares
(teca, granulosa, cumulus) e os odcitos. Al-Katanani, Paula-Lopes e Hansen (2002),
trabalhando com vacas da raca holandesa, no inverno e no verdo, observaram que a propor¢ao

de embrides clivados que se desenvolveram até blastocisto, no dia 8 ap6s a inseminacéo, foi
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menor no verdo, indicando diminuicdo na competéncia dos odcitos. Diferencas entre as
estacOes do ano, também, foram observadas por Ferreira et al. (2011), que relataram que a
taxa de desenvolvimento de odcitos, a blastocistos foi comprometida pelo estresse térmico.

Dentre os fatores desencadeados pelo estresse térmico que comprometem a capacidade
de desenvolvimento do odcito, pode-se citar a reducdo do diametro do foliculo dominante e da
producdo de estradiol. A menor concentracdo de estradiol no sangue esta associada a falha na
lutedlise, tornando a fase luteal mais longa, fato que compromete a qualidade e viabilidade do
odcito ovulado (ORTEGA et al., 2016; PAES et al., 2016).

Segundo Wilson et al. (1998), a lutedlise tardia é resultado da falha do estradiol, por
baixa concentracdo em iniciar uma série de eventos enddcrinos essenciais para a regressao do
corpo lateo. Dentre eles estdo a expressdo de receptores de ocitocina no endométrio € a
ativagdo de enzimas associadas a sintese de PGF2q. A liberacdo pulsatil da PGF2a ocorre,
quando a ocitocina e 0 estrogeno se ligam aos seus respectivos receptores no Utero, portanto
baixas concentragdes de estrégeno alteram padrdes de sintese e liberagéo de PGF2q.

Bovinos que foram submetidos ao estresse térmico apresentam regeneracdo completa
dos ovarios, ou seja, producdo oocitaria normal, trés ou mais ciclos estrais apds o término do
periodo de estresse. Esse periodo é o0 mesmo gasto por um foliculo pré-antral, cerca de 90%
da populacdo ovariana, para atingir o estadio pré-ovulatério, sugerindo que estes também
tenham seu desenvolvimento prejudicado em altas temperaturas (MORBECK; TYLER;
BRITT, 1991; PAES et al., 2016). Badinga et al. (1993) relataram que a exposic¢ao prolongada
ao estresse téermico ambiental pode danificar células da granulosa e da teca, no estadio inicial
da multiplicacdo e/ou diferenciacdo, causando efeitos negativos em longo prazo sobre os

foliculos ovarianos.

2.2 Efeitos do choque térmico in vitro nos oocitos e embrides

Os efeitos do estresse térmico em o0citos e embrides in vivo sdo recriados in vitro com
eficiéncia pelo modelo do choque térmico (GENDELMAN et al., 2010). A exposic¢do dos
odlcitos ao choque térmico, tanto na fase de vesicula germinativa (VG) como durante o
periodo de maturacdo oocitéria, pode comprometer a competéncia de desenvolvimento dos
oocitos, diminuindo o nimero de estruturas capazes de gerar prenhez (AL-KATANANI;
PAULA-LOPES; HANSEN, 2002; GENDELMAN et al., 2010). No entanto 0s mecanismos
celulares e os eventos moleculares relacionados a sobrevivéncia ou morte dos 06citos ainda
n&o séo bem esclarecidos (PAULA-LOPES et al., 2012).
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A maturacdo oocitaria envolve alteracdes no ndcleo e no citoplasma e é necesséria
para que ocorra a fertilizacdo e, posteriormente, o desenvolvimento embrionério (LANDIM-
ALVARENGA; MAZIERO, 2014). A exposicdo dos odcitos ao choque térmico afeta a
maturacdo oocitaria (MAYA-SORIANO et al., 2013), acelerando o processo e induzindo o
envelhecimento precoce do odcito (ANDREU-VAZQUEZ et al., 2010; EDWARDS et al.,
2005). Segundo Paula-Lopes et al. (2012), a intensidade dos prejuizos causados pelo estresse
térmico é considerada uma funcdo da temperatura e do tempo de exposicao das estruturas. A
exposicdo moderada ao choque térmico, ou seja, 40 °C, durante as primeiras 12 horas de
MIV, reduziu a proporgao de odcitos clivados, em relagdo aos odcitos maturados no D3, além
de diminuir a taxa de producdo de blastocisto no D8 de cultivo. Quando a temperatura de
exposicdo esteve entre 42°C e 44°C, o desenvolvimento embrionario pré-implantacdo foi
bloqueado.

Dentre as alteracdes causadas pelo choque térmico nos odcitos, estdo a translocacao
prematura dos granulos corticais do citoplasma para a membrana celular, comprometendo o
processo da maturacdo citoplasmatica e a fertilizacdo (PAYTON et al., 2004), bem como
alteracdes no citoesqueleto, como a desorganizacdo do fusomeidtico, que prejudicam a
maturacdo nuclear e diminuem a capacidade de desenvolvimento embrionario (LANDIM-
ALVARENGA; MAZIERO, 2014; LI et al., 2016; ROTH; HANSEN, 2005). De acordo com
Nabenishi et al. (2012), a exposicdo de odcitos a 41 °C, durante a primeira metade da MIV,
reduz a propor¢cdo de odcitos que completam a maturacdo nuclear e, consequentemente,
diminui a proporcdo da producdo de blastocistos em relacdo aos odcitos maturados.
Fragmentacdo do DNA celular, que é caracteristica do processo de apoptose (FERREIRA et
al., 2011) e diminuicdo da atividade mitocondrial (PAULA-LOPES et al., 2012), também,
foram observados em o0citos expostos ao choque térmico. Ascari (2016) observou aumento
da apoptose e reducdo da atividade mitocondrial em o00citos expostos ao choque térmico na
MIV. Esses autores relacionaram essa observacdo a menor producdo de embrides, ao menor
numero de células nos embrides produzidos, menor proporc¢édo de células na MCI em relacéo
ao numero de células totais e maior proporcao de células apoptoticas em relagdo as células da
MCI.

Outra causa do impacto negativo do estresse térmico no metabolismo celular é o

aumento na liberacdo dos ions provenientes de metais de transicdo (TMI), sendo o Fe2+,

armazenado na forma de ferritina, 0 metal mais comum. Esses TMI tém alta capacidade de

doar elétrons para 0 oxigénio e para o nitrogénio, formando as EROS e ERNS que causam
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prejuizos celulares. O aumento na producdo de EROS e ERNS pode causar desbalanco com
0s antioxidantes promovendo o quadro de estresse oxidativo (SLIMEN et al., 2016).

Assim, a adicdo de moléculas regulatorias como os antioxidantes é uma estratégia que
pode melhorar as condi¢cGes de maturacdo e cultivo in vitro, uma vez que mimetiza a
fisiologia embrionaria in vivo e, dessa forma, melhorou a eficiéncia de producgdo do sistema
de PIVE (BLOCK; HANSEN, 2007; HANSEN, 2013).

2.3 Estresse oxidativo / nitrosativo e antioxidantes

As EROS e as ERNS sdo definidas como moléculas ou fragmentos moleculares que

contenham um ou mais elétrons desemparelhados em sua Orbita atdmica ou molecular

(TAMURA et al., 2009) e incluem radicais hidroxila (OH™), anion superdxido (O2"),
peroxido de hidrogénio (H202) e 6xido nitrico (NO") (AGARWAL; GUPTA,; SIKKA, 2006).
O metabolismo celular tem como metabdlitos as EROS e as ERNS, portanto suas sinteses
ocorrem de maneira fisiolégica (SORDILLO; AITKEN, 2009; TAMURA et al., 2009),
inclusive, nas células embrionarias (AGARWAL; GUPTA; SIKKA, 2006). As baixas
concentracOes dessas espécies reativas sdo essenciais, para a sinalizacdo celular em varias
respostas biolégicas, como a morte celular programada ou apoptose celular, proliferacéo
celular e a expressdo génica. Entretanto, em concentragdes excessivas, sao responsaveis pelo
desbalanco idnico que causa o quadro de estresse oxidativo, condi¢do prejudicial a célula
(WANG et al, 2017). As enzimas antioxidantes tém papel essencial no controle e
neutralizacdo das espécies reativas. Em condi¢des fisioldgicas, o O% é degradado a H202 pela
enzima superoxido dismutase (SOD) no citosol e nas mitocondrias. Posteriormente, 0 H202 €
removido pela catalase (CAT) ou glutationa peroxidase (GPx) e pela glutationa transferase
(FISHER et al., 1991; JU et al., 2005).

Segundo Loren et al. (2017), existe dualidade em relacdo aos efeitos das EROS e das
ERNS, uma vez que as EROS séo essenciais, durante o processo de maturagao e retomada da
meiose de oocitos pré-ovulatorios, liberacdo de calcio intracelular e no estimulo das proteinas
quinase ativadas por mitogenos (MAPKS). As ERNS, por sua vez, sdo necessarias para o
desenvolvimento dos foliculos antrais, maturacdo oocitéria, ovulagdo e desenvolvimento
embrionario inicial. Portanto o equilibrio entre a producdo de EROS e ERNS e a acdo de
antioxidantes sdo fatores importante para maturacdo dos odcitos e fertilizacdo (TAMURA et

al., 2009). A falha na manutencdo da homeostase intracelular ocorre quando a capacidade
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fisiologica de neutralizacdo e eliminacdo das espécies reativas é excedida e tem, como
consequéncia, o estresse oxidativo e/ou nitrosativo (LOREN et al., 2017). O estresse
oxidativo e nitrosativo resulta em danos aos o0citos, durante o periodo pre-ovulatorio, bem
como durante o desenvolvimento embrionario (HANSEN, 2009; NABENISHI et al., 2012;
ROTH et al., 2008).

O excesso das espécies reativas esta associado a efeitos deletérios, como a destruicdo
ou alteracdo na conformacdo de proteinas, lipideos e &cidos nucleicos (MA, 2010). Em
adicdo, causa efeitos diretos nas mitocéndrias, como a reducdo do potencial de membrana
mitocondrial. Como consequéncia, ocorre 0 extravasamento de proteinas mitocondriais,

incluindo o citocromo C, que ativa a cascata da caspase e promove a apoptose celular.

Também ocorre o influxo de Ca2* do reticulo endoplasmatico para o citoplasma e, em

2+ no interior da mitocdndria aumenta o

sequida, para o interior da mitocondria. O Ca
metabolismo mitocondrial e, consequentemente, aumenta a producdo das espécies reativas,
tornando o processo ciclico e de importante prejuizo celular (ZHAO et al., 2016).

Nos odcitos e células da granulosa dos ovarios, o estresse oxidativo causa danos
(AGARWAL,; GUPTA; SIKKA, 2006; TAMURA et al., 2013), aumentando a peroxidacao
lipidica, que altera a conformacdo da membrana plasmatica (CRUZ et al., 2014a), a oxidacédo
de proteinas e danos ao DNA (TAMURA et al., 2013), além de induzir a apoptose celular
(TAKAHASHI, 2012).

In vivo, tanto os odcitos quanto os embrides estdo protegidos do estresse oxidativo em
razdo da presenca de antioxidantes que estéo presentes no fluido folicular e no oviduto. Dessa
forma, torna-se evidente a necessidade da adicdo de antioxidantes aos meios de PIVE, visando
a melhor producéo e desenvolvimento embrionario (CROCOMO et al., 2012). Porém, deve-se
atentar que determinadas moléculas tém funcionamento de antioxidante em certas situacdes e
passam a ser pro-oxidantes em situagdes distintas. Outro limitante para o uso de antioxidantes
na PIVE é o fato de serem instaveis, sendo necessario, portanto, adiciona-los periodicamente
aos meios de producdo in vitro, para que a protecdo dos oécitos e embrides as espécies
reativas seja efetiva (HANSEN, 2013).

2.4 Mecanismo fisioldgico de acado da melatonina na reproducéo

A melatonina € um horménio que tem funcgdes conhecidas no controle do ritmo

circadiano e na regulacdo sazonal da reproducdo, além de exercer importantes funcdes
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fisiolégicas por suas propriedades imunomoduladoras e citoprotetoras. E um composto
orgénico nitrogenado, conhecido como amina, derivado da descarboxilagdo enzimatica do
triptofano e tem em sua cadeia o radical indol, sendo, portanto, uma indolamina
(RODRIGUES-CUNHA et al., 2016). A melatonina é produzida na glandula pineal, além de
outros Grgaos como a retina, glandula lacrimal extraorbital, trato gastrointestinal, pele e outros
(REITER et al., 2013).

A presenca de melatonina no fluido folicular de humanos (BRZEZINSKI et al., 1987),
suinos (SHI; TIAN; ZHOU, 2009) e bovinos (TIAN et al., 2014) fornece indicios de sua
atuacdo no desenvolvimento folicular. Adriaens et al. (2006) observaram a presenca de
receptores de melatonina, nas células da granulosa, sugerindo sua acdo na maturacdo
oocitaria. Segundo Itoh et al. (1999), a melatonina presente no fluido folicular ndo é
proveniente somente do sangue, mas também da sintese do proprio ovario, células da
granulosa, células do cumulus e odcitos.

Em hamsters, Tamura et al. (1998) observaram que a melatonina possui efeito direto
na esteroidogénese folicular, principalmente nas células da teca, visto que sua acdo ocorre
pela diminuicdo da sintese de AMPc nos foliculos pré-ovulatérios. Em estudos realizados com
ratas, Soares et al. (2003) descreveram a importancia da melatonina na foliculogénese,
ovulacdo e regulacdo do ciclo estral, uma vez que a expressdo dos receptores MT1 foi
reduzida em ratas, durante o metaestro, quando comparadas com ratas, durante o proestro,
alteracdo promovida pela diferenca na concentracdo de estradiol. Adriaens et al. (2006)
observaram efeitos distintos da melatonina na foliculogénese e na oogénese quando
adicionada em diferentes concentracfes ao meio de cultivo in vitro de foliculos de ratas.
Houve maior concentracdo de progesterona, quando se adicionaram 100 uM ¢ 1mM de
melatonina, reducdo na concentracdo de androstenediona na dose de 100 uM e redugdo da
concentragdo de estradiol quando se adicionaram 1 ou 2 mM. Dessa forma, 0s autores
sugeriram efeito direto da melatonina, nas celulas da teca, promovendo alteracfes na
esteroidogénese.

As acdes da melatonina séo diversas e dependem do tipo e local da sua ligagéo,
podendo se ligar aos receptores na membrana plasmatica (MT1 e MT2) e aos receptores
citosélicos MT3 (CRUZ et al., 2014b), as moléculas citoplasméticas, como a calmodulina
(MACCHI; BRUCE, 2004) e aos sitios de ligacdes nucleares como o receptor retinoide Z
(RZR) e o receptor retinoide 6rfdo (ROR) (TOMAS-ZAPICO; COTO-MONTES, 2005). Os

receptores MT1 e MT2 pertencem a familia dos receptores acoplados a proteina G e tém
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como via de agéo a inibicdo da formacdo do cAMP por meio da diminuicdo da atividade da
adenilato ciclase (VON GALL et al., 2002). Os receptores MT1 estéo localizados no nucleo
supraquiasmatico do hipotalamo, no ovario e nas células de Leydig, modulando as funcdes

reprodutivas e metabdlicas. Os receptores MT2 estéo localizados, em sua maioria, no cérebro,

mas também podem ser detectados na retina (DUBOCOVICH; MARKOWSKA, 2005),
miomeétrio, testiculos e células da granulosa (SOARES et al., 2003).

Quando a melatonina se liga aos receptores MT1 e/ou MT2, a proteina G (composta
pelas subunidades a, B e y) esta inativa e sua subunidade o esta ligada a guanina difosfato
(GDP). Apos a ligacdo da melatonina aos receptores, a subunidade ada proteina G perde
afinidade pelo GDP e aumenta a afinidade pela guanina trifosfato (GTP), tornando a proteina
G ativa. Ap6s ser ativada, ocorre a dissociacdo da proteina Gem duas subunidades, a
subunidade o e o complexo B +y. Como consequéncia, ocorrerda a reducdo nos niveis de
AMPc pela inibicdo de adenilatosintase, resultando na diminuicdo da atividade da proteina
quinase (TAMURA et al., 2009). A diminuicdo da atividade proteina quinase protege a célula
contra a translocacdo dessa proteina para o citoesqueleto, em que fosforilaria a vimentina,
proteina que compde o citoesqueleto, evitando, assim danos aos microfilamentos (ANTON-
TAY etal., 1998).

Os receptores MT3 pertencem ao grupo das redutases e estdo envolvidos na protegéo
contra o estresse oxidativo, uma vez que evitam as reacdes de transferéncia de elétrons das
quinonas (MOR et al., 1999; PANDI-PERUMAL et al., 2006). Os receptores MT3 estdo
localizados no figado, rins, cérebro, oocitos e ovarios e distribuidos, em todo o sistema
nervoso e tecidos periféricos nos animais vertebrados, porém suas vias de acdo ainda nao
estdo completamente elucidadas (VINCENT et al., 2010).

A acdo da melatonina nas moléculas citoplasmaticas é representada pela interacdo com

a calmodulina. A melatonina age de forma antagdnica ao complexo Ca2*/calmodulina

2+ intracelular. 1sso

competindo pelos seus receptores e, portanto modula as agfes do Ca
ocorre pelo fato de que a melatonina e a calmodulina terem conformacdes filogenéticas
semelhantes (BENITEZ-KING; ANTON-TAY, 1993).

Estudos tém sugerido o uso da melatonina como captador de radicais livres e
antioxidante do sistema reprodutivo (ADRIAENS et al., 2006; CEBRIAN-SERRANO et al.,
2013; TAMURA et al., 2009, 2013). Em contraste a outros antioxidantes, que sdo de natureza
hidrofilica ou lipofilica, a melatonina é anfifilica e atravessa facilmente todas as barreiras

morfofisioldgicas. Desse modo, é capaz de reduzir o dano oxidativo, em toda a célula,
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incluindo a membrana, citoplasma e mitocondrias (REITER et al.,, 2013). As EROS
neutralizadas pela melatonina sdo o oxigénio singleto, o ¢xido nitrico, o peréxido de
hidrogénio e o radical hidroxilo. Nas ERNS, a melatonina age neutralizando o acido nitrico e
o0 peroxinitrito (LOREN et al., 2017).

Em adigdo, a melatonina age estimulando enzimas que estdo envolvidas na
metabolizacdo das espécies reativas em moléculas menos nocivas. Nesse contexto, foi
observado 0 aumento na concentracdo e atividade da superoxido desmutase (SOD), da
glutationa peroxidase (GPx) e da glutationa redutase, comprovando sua fungdo antioxidante
(TAMURA et al., 2009). A melatonina aumenta as concentragdes celulares de glutationa,
porque estimulam a enzima limitante para sua biossintese, ay- glutamilcisteina sintetase
(ROCHA et al., 2011). Ainda nesse contexto, segundo Mayo et al. (2002), a expressdo de
genes relacionados a sintese dessas enzimas antioxidantes aumentou, quando se administrou a
melatonina na cultura in vitro de células neurais, sendo importante, portanto, na expressdo
génica, que regula o estresse oxidativo e nitrosativo.

Além da reducdo dos danos do estresse oxidativo, a melatonina apresenta-se como
importante agente antiapoptético e se relaciona de forma direta com a viabilidade
embrionaria. Os mecanismos envolvidos estdo relacionados a capacidade de diminuir a
expressdo de genes prd-apoptoéticos, como o P53, BAX e a Caspase-3, além de aumentar a
expressdo de genes antiapoptdticos como o BCL-2. Essas enzimas pré-apoptéticas estdo
localizadas no citoplasma e passam para o interior das mitocondrias, por aumento da
permeabilidade da membrana mitocondrial, causando a apoptose (MARQUES et al., 2018).
Além de alterar a expressdo dos genes relacionados a apoptose, a melatonina tem a
capacidade de neutralizar as EROS que causam aumento da permeabilidade da membrana
mitocondrial e, por esses motivos, é considerada um agente antiapoptotico (JOU et al., 2010).
Nesse contexto, Roth e Hansen (2004) concluiram que odcitos maturados nas temperaturas de
40 a 41°C apresentaram maior indice apoptético, quando comparados com os submetidos a
MIV convencional. Em adigéo, Paiva (2017) concluiu que o indice apoptético do tratamento

sob choque térmico, em que se adicionou a melatonina na concentracdo de 1073 M, néo
diferiu do tratamento em que se realizou a MIV de maneira convencional.

A apoptose € um fendmeno fisioldgico que ocorre durante o desenvolvimento normal
dos embrides bovinos produzidos in vitro e in vivo. Por meio de anélises especificas, a
apoptose celular pode ser identificada, a partir do estadio de seis células em embrides

produzidos in vitro e a partir de 21 células em embribes produzidos in vivo. Em adicdo,
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quando comparados, h&d maior incidéncia de células apoptéticas em embrides produzidos in
vitro do que naqueles produzidos in vivo. Portanto a PIVE afeta o processo de regulagéo da
fragmentacdo de DNA, comprometendo o desenvolvimento embrionario (GJORRET, 2003).
Segundo Byrne et al. (1999), embrides de mamiferos apresentam maior concentracao
de células apoptéticas na MCI do que nas células do trofoblasto (10% vs < 3%). No estadio de
desenvolvimento inicial (2 a 8 células), os autores ndo detectaram apoptose, porém, no estadio
de 9 a 16 células, 30% das estruturas apresentaram pelo menos uma célula apoptoética e, no
estadio de morula, 50% das estruturas possuiam células apoptéticas. A variacdo do nimero de
células apoptéticas variou, de acordo com o nimero de células do blastocisto, sendo que com
um menor nimero de células (< 100 células) a variacdo foi maior (0 a 10%) do que quando

comparada com blastocistos com mais células (> 100 células, variacdo de 0 a 6%).

2.5 Melatonina na producdo in vitro de embrides

A adicdo de antioxidantes aos meios de PIVE é foco de inimeros trabalhos pela
necessidade de suplementar moléculas que sejam capazes de neutralizar as espécies reativas,
geradas pelo metabolismo celular. A concentragcdo de oxigénio utilizada in vitro altera a
producdo de EROS e ERNS, visto que quanto maior for a concentragdo maior a producéao
dessas especies reativas e, consequentemente, maior o desequilibrio oxidativo e nitrosativo
(ALI; BILODEAU; SIRARD, 2003). Embrides cultivados in vitro tém protecdo insuficiente
contra o estresse oxidativo e nitrosativo e, como consequéncia, apresentam danos severos que
comprometem a competéncia embrionéria e diminuem as taxas de implantacéo e de prenhez.
Dessa forma, a adicdo de antioxidantes aos meios de cultivo in vitro é a estratégia mais
utilizada para amenizar esses danos (SU et al., 2015). Antioxidantes enzimaticos, como a
superdxido desmutase e a catalase, vitaminas como a vitamina E e outros, como o resveratrol
e a melatonina, s&o exemplos dos antioxidantes que tém importancia na PIVE (ALI,
BILODEAU; SIRARD, 2003). O uso da melatonina na PIVE apresenta resultados, de certa
forma contraditdrios, fato que deixa clara a necessidade de novos estudos, para que a dose a
ser utilizada e a etapa em que deve ser adicionada sejam estabelecidas. Considerando o
potencial da melatonina e a possibilidade de minimizar os efeitos toxicos gerados pela
producdo de espécies reativas, 0 seu uso em sistemas de cultivo in vitro de odcitos e embrides
de diferentes espécies, submetidos ou ndo ao choque térmico, tem sido avaliado (ADRIAENS
et al., 2006; ASCARI, 2016; CEBRIAN-SERRANO et al., 2013; PAIVA, 2017; SHI; TIAN;
ZHOU, 2009; TAKADA et al., 2012; TAMURA et al., 2009).
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Na avaliacdo da maturagdo oocitaria, 0 uso da melatonina apresentou efeitos positivos
em embrides de vérias espécies, como camundongos (TAMURA et al., 2008), suinos (SHI;
TIAN; ZHOU, 2009), ovinos (VAZQUEZ et al., 2010), humanos (WEI et al., 2013) e bovinos
(REMIAO et al., 2016). Sob condicdo convencional de maturacdo, El-Raey et al. (2011)
observaram efeitos positivos da melatonina sobre a progressdo de metéfase | (Ml), para a fase
de metéfase 11 (MII), uma vez que o nimero de o6citos mantidos na fase de MI foi maior no
grupo controle, quando comparado com o grupo tratado com 10 e 50 ng/mL de melatonina no
meio de MIV. Da mesma forma, Takada et al. (2012) concluiram que a adi¢do de melatonina
ao meio de MIV de od6citos foi capaz de reduzir os danos no DNA das células do cumulus,
aumentando as taxas de clivagem e o desenvolvimento oocitario. Tian et al. (2014)
observaram efeito positivo na taxa de clivagem, taxa de blastocisto e nimero médio de

células/blastocisto, quando a melatonina foi adicionada ao meio MIV de o06citos bovinos, nas
concentracgdes de 10" M e 10" M. Takada et al. (2010), entretanto nao observaram efeito na

maturacdo nuclear e nas taxas de clivagem e de blastocistos com a adicdo 109 M de
melatonina ao meio MIV de odcitos bovinos. Aqueles autores concluiram, porém que a
melatonina pode ser utilizada como substituta as gonadotrofinas, uma vez que produziu taxas
de producéo embrionaria comparaveis aquelas dos grupos tratados com FSH e LH. Da mesma
forma, Rodrigues-Cunha et al. (2016) concluiram que a melatonina foi eficiente em aumentar
a taxa de retomada da meiose, uma vez que ndo diferiu dos grupos tratados com
gonadotrofinas. Isso ocorreu, porque, para que o fator de promocéo da maturacdo (MPF) seja
ativado, os niveis de AMPc necessitam estar baixos e a melatonina tem como acéo celular
principal a reducdo da concentracdo de AMPCc.

Utilizando o modelo de choque térmico, Ortega et al. (2016) concluiram que o0s
embrides do grupo no qual se adicionou 1 UM de melatonina no meio de CIV apresentaram
menor concentracdo de EROS, quando comparado com os embrides do grupo em que nédo se
adicionou a melatonina, porém o desenvolvimento até o estagio de blastocisto ndo foi
influenciado pela melatonina. Ascari (2016), em trabalho com a adi¢cdo de melatonina aos

meios de MIV sob condicdo convencional ou choque térmico, concluiu que a concentracéo de

1074 M foi capaz de reduzir a taxa de apoptose, na massa celular interna, melhorando, dessa

6

forma, a qualidade dos embrifes produzidos. Nas concentragdes 104 Me 10° M, a adigéo

de melatonina, em ambas condi¢des de maturacao in vitro, reduziu a producdo de EROS nos

6

odcitos. Em contrapartida, as concentracfes 104 M e 106 M nio influenciaram a taxa de
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maturagdo nuclear, a fragmentacdo de DNA, a atividade de enzimas caspases, a atividade
mitocondrial em odcitos e nem o desenvolvimento embrionério.

Ishizuka et al. (2000) realizaram cultivo de embrides de ratos com e sem a adicdo de

melatonina e concluiram que a concentracao de 104 M aumentou as taxas de embrides que
atingiram o estadio de duas células, porém néo alterou as taxas de producao de blastocistos.
Em outro estudo, a melatonina suplementada ao meio de CIV de embrides de suinos, na

9 M, teve efeito positivo na taxa de clivagem e no numero de células dos

3

concentracédo de 10°

blastocistos, porém, na concentracdo de 10~
resultados dependem da concentracdo adicionada (RODRIGUEZ-OSORIO et al., 2007).

M, as taxas foram menores, mostrando que os

Papis et al. (2007), trabalhando com a adicéo de 104 M de melatonina no meio de CIV de
embrides suinos, concluiram que o efeito da melatonina foi dependente da concentracdo de

O2 utilizada no cultivo. Quando a concentracdo de O2 foi de 7%, a taxa de produgdo de

blastocisto foi menor, no grupo em que foi adicionada a melatonina, comparada com o grupo

controle. J& na concentragdo de 20% de O2 houve maior produgdo de blastocisto no grupo

tratado com melatonina, quando comparado com o grupo controle. Embrides bovinos
produzidos in vitro com a presenca de melatonina no meio de CIV apresentaram maior
expressao de genes relacionados a prevencao da apoptose, maior concentracdo de enzimas
antioxidantes, maior numero de células da MCI, menos células apoptéticas e maior
viabilidade, apos transferéncia, quando comparados com o grupo controle (SU et al., 2015).

Altas concentracdes ou longos periodos de exposicdo a melatonina dessensibilizam
seus receptores pelo efeito de downregulation (GERDIN et al., 2003). Dessa forma, 0s
diferentes resultados observados com o uso de melatonina podem ser explicados pelas
diferentes composi¢des dos meios utilizados na producéo in vitro de embrides (TAKADA et
al., 2012).
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RESUMO

Os efeitos da adicdo de melatonina (0, 102,107, 10° e 10° M) ao
meio MIV de od6citos bovinos sob choque térmico na produgdo e
qualidade de embrides foram avaliados. Odcitos também foram
maturados em condicdo convencional (ndo-estresse — NS) ou sob
choque térmico em meio com DMSO. A propor¢do de embribes
com oito ou mais células no D3 aumentou em fun¢édo da concentracao
de melatonina; foi maior nos tratamentos 10° M, 10° M e NS do que
nos tratamentos 102 e 0 M; e no DMSO do gue nos tratamentos 107,
10" e 0 M. A producdo de blastocistos em D7 e D8, o nimero de
células e a proporcdo de células apoptdticas nos blastocistos e a
proporcdo de células apoptoticas na massa celular interna (MCI) nédo
diferiram entre os tratamentos. A proporcdo de células da MCI
aumentou a partir da concentragdo 10° M atingindo o maximo com
10 M, seguido por redugéo até 10° M; e foi maior no tratamento 107
M do gue nos tratamentos 10° 10?0 M e DMSO. Conclui-se que a
melatonina até 10° M na M1V de odcitos sob choque térmico estimula
o desenvolvimento embrionério e na concentracdo 10* M aumenta a
proporcao de células da MCI.

PALAVRAS CHAVE: producdo in vitro de embrides, choque
térmico, massa celular interna apoptose celular, antioxidantes.
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ABSTRACT

The effects of adding melatonin (0, 102,10, 10° and 10° M)
to the MIV medium of bovine oocytes under heat shock on
embryo production and quality were evaluated. Oocytes were
also matured in conventional (non-stress-NS) condition or under
heat shock on DMSO medium. The proportion of embryos with
eight or more cells in D3 increased as a function of melatonin
concentration; was higher in the 10° M, 10°® M and NS
treatments than in the 10" and 0 M treatments; and DMSO than
in the 10°, 10" and 0 M treatments. The production of D7 and
D8 blastocysts, the number of cells and the proportion of
apoptotic cells in the blastocysts, and the proportion of apoptotic
cells in the inner cell mass (ICM) did not differ between
treatments. The proportion of ICM increased from the 10° M
concentration peaking at 10 M, followed by reduction to 107
M; and was greater in the 10° M treatment than in the 10°, 10"
12/0 M and DMSO treatments. It is concluded that melatonin up
to 10° M in the IVM of oocytes under thermal shock stimulates
embryonic development and in the 10* M concentration
increases the proportion of ICM.

KEYWORDS: in vitro production of embryos, heat shock,
inner cell mass apoptosis, antioxidants.
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1.

INTRODUCAO

O estresse térmico pelo calor tem efeitos negativos em
diversos 6rgaos de bovinos, sendo responsavel pela diminuicdo
da fertilidade. O estresse térmico esta associado a falhas na
secre¢do hormonal (Al-Katanani et al. 2002), no
desenvolvimento folicular (De Rensis et al. 2017), na
fertilizacdo (Roth 2017), na qualidade e competéncia de
desenvolvimento dos odcitos (Ortega et al. 2016) e nas fungdes
endometriais e embrionarias (Paula-Lopes et al. 2012). A
reducdo da viabilidade dos odcitos submetidos ao estresse
térmico pode estar relacionada as menores taxas de maturacao
nuclear (De Rensis et al. 2017), aumento da fragmentacdo do
DNA (Takada et al. 2012) e da apoptose celular (Roth and
Hansen 2004), desorganizacéo do citoesqueleto (Belhadj Slimen
et al. 2016) e redugdo da atividade mitocondrial (Roth and
Wolfenson 2016). Segundo Li et al. (2016), outro fator que
resulta na diminuicdo da viabilidade oocitaria pela exposi¢cdo ao
estresse térmico € o aumento da producdo de espécies reativas
de oxigénio (EROS) e de nitrogénio (ERNS), que podem
resultar no estresse oxidativo, comprometendo a morfologia e a
fisiologia celular.

As alteracBes causadas tanto pelo estresse térmico quanto
pelo estresse oxidativo podem ser amenizadas com a adi¢édo de
termoprotetores e antioxidantes, como a melatonina, ao meio de
maturacgdo in vitro (MIV). A melatonina € um antioxidante que
age principalmente na neutralizacdo das EROS e das ERNS por
meio do estimulo das enzimas antioxidantes, como a glutationa
peroxidase, superéxido desmutase e a catalase, que atuam
neutralizando as espécies reativas e diminuindo os efeitos
negativos do estresse oxidativo (Rodriguez et al. 2004). Em
contraste com maioria dos antioxidantes conhecidos, a melatonina
tem caracteristicas multifuncionais devido a sua natureza anfifilia,

que a permite atravessar todas as barreiras morfofisiolodgicas,

34



exercendo seus efeitos em diversos tecidos (Fu et al. 2014). A
presenca de melatonina no fluido folicular de bovinos (Tian et al.
2014), bem como a existéncia de receptores para este hormonio nas
células da granulosa sugerem sua acdo na maturacdo oocitaria
(Adriaens et al. 2006). Em adicdo, a melatonina pode prevenir
apoptose em o0citos e embrides, aumentando o potencial de
desenvolvimento ao estagio de blastocistos (Zhao et al. 2016;
Wang et al. 2017) e a proporc¢éo de celulas da massa celular interna
(MCI) em relagdo ao numero total de células do embrido (Su et al.
2015).

Utilizando o modelo de choque térmico, que mimetiza in
vitro 0s prejuizos causados pelo estresse térmico in vivo,
Cebrian-Serrano et al. (2013) observaram que a adicdo de 10™
M de melatonina na MIV resultou em maior taxa de producéo de
blastocistos, quando comparada com a maturagao na auséncia do
antioxidante. Ascari (2016) concluiu que a adi¢do de melatonina
ao meio MIV nas concentragbes de 10° M e 10* M néo
influenciou o desenvolvimento embrionario, mas na
concentracdo de 10 M reduziu a taxa de apoptose na MCI,
melhorando, portanto, a qualidade embrionaria. Em
contrapartida, Ortega et al. (2016) concluiram que a adi¢do de
10° M de melatonina ao meio de cultivo in vitro sob choque
térmico diminuiu a concentracdo de EROS em blastocistos,
porém ndo foi capaz de melhorar a taxa de clivagem e o
desenvolvimento até o estagio de blastocistos.

Apesar dos recentes estudos, ainda ndo ha consenso sobre a
concentragdo de melatonina que adicionada ao meio MIV de
odcitos bovinos seja capaz de mitigar os efeitos causados pelo
estresse térmico, resultando em maior producdo de embribes de
melhor qualidade. Assim, objetivou-se nesse estudo avaliar a
producdo de embrides e a qualidade de blastocistos produzidos a
partir de odcitos maturados sob choque térmico, em meios
contendo diferentes concentracdes de melatonina (0, 10™ M,
10° M, 10° M e 10° M). A adicio de melatonina ao meio de
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MIV pode ser eficiente em reduzir os prejuizos causados pelo
choque térmico em odcitos bovinos, melhorando o

desenvolvimento inicial e a qualidade dos embriGes produzidos.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. ETICA

Os métodos e procedimentos descritos a seguir foram aprovados
pela Comissdo de Etica do Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), registrado sob o

numero de protocolo 037 16.

2.2. REAGENTES

Os reagentes utilizados foram adquiridos da Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO, USA), a ndo ser que seja
especificado de outra forma.

2.3. LOCAL DO EXPERIMENTO

A producdo in vitro de embrides (PIVE) foi realizada na Escola
de Veterindria da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG), no Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinarias
(Laboratério de Células Embrionarias) e as analises de apoptose
celular (Terminal deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP
nick end labeling - TUNEL) e imunocitoquimica na
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), no Nucleo
Multidisciplinar de Pesquisa (NUMPEX - Bio).

2.4. COLETA DE COMPLEXOS CUMULUS OOCITO (CCOS)

Os ovarios de vacas predominantemente mesticas Bos
taurus taurus x Bos taurus indicus foram coletados em
abatedouro local e transportados para o laboratério no periodo

méximo de quatro horas ap6s o abate, em solugdo fisiologica



(0,9% NaCl) aquecida a 36 °C. No laboratdrio, os ovarios foram
lavados em solucdo fisiolégica e os foliculos de 3 a 8 mm
aspirados utilizando agulhas (40 x 12 mm) acopladas a seringas
de 5 mL. O contetdo aspirado foi depositado em célice conico
estéril imerso em banho-maria (37 °C) e, apds 10 minutos de
sedimentacdo do conteddo celular, o sobrenadante foi
descartado e o precipitado avaliado com o auxilio de
estereomicroscopio em placa de Petri descartavel de 100 x 20
mm (Sartedt, Numbrecht, Alemanha), contendo meio de
lavagem TCM-199 bicarbonato (Nutricell, Campinas, Brasil),
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Gibco Life
Techonologies, Grand Island, EUA), 22 pg/mL de piruvato
(P5280 Sigma, St. Louis, MO, USA) e 83,4 ng/mL de amicacina
(Sulfato de Amicacina — Nova Farma, Anpolis, GO). Os
complexos cumulus oophorus (CCOs) foram classificados com
base nas caracteristicas do citoplasma (homogeneidade,
coloracédo e presenca de granulagdes) e nimero de camadas de
células do cumulus. Foram selecionados para a MIV os CCOs
que apresentaram graus 1 e 2 (contendo mais de trés camadas de
células e citoplasma uniforme), conforme a Sociedade
Internacional de Transferéncia de Embrides (Stringfellow and
Seidel 1999). Em seguida, os CCOs foram lavados duas vezes
em meio TCM-199 HEPES (Nutricell, Campinas, Brasil)
suplementado com 10% de SFB, 83,4 pg/mL de amicacina e 22
ng/mL de piruvato. Antes de serem submetidos a maturagdo, os
odcitos foram lavados uma vez em meio de MIV, composto de
TCM-199 bicarbonato suplementado com 10% de SFB, 0,5
png/mL de FSH (Folltropin-V, Bioniche Inc, Belleville, ON,
Canada), 5 g/mL de LH (Lutropin-V, Bioniche Inc, Belleville,
ON, Canada), 10 pg/mL de estradiol (E2758 Sigma), 22 pg/mL
de piruvato, 83,4 ug/mL de amicacina e acrescido ou ndo de
melatonina (M5250-Sigma) diluida em dimetilsulféxido -
DMSO (D2650 Sigma).
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2.5. MATURACAO OOCITARIA IN VITRO

Apos as lavagens, os CCOs foram submetidos & MIV em
gotas de 70 uL de meio, cobertas por 6leo mineral, em placas de
Petri de 60 x 16 mm (Sartedt, Nimbrecht, Alemanha) incubadas
em estufa com 95% de umidade e 5% de CO, em ar atmosferico
quando em temperaturade 38,5°C e, com 95% de umidade e 7%
de CO2 quando a 41,0 °C.

Foram avaliadas as concentracdes de 0, 10%%; 10°; 10° e
10 M de melatonina adicionada a0 meio MIV sob a condigéo
de choque térmico (12 horas a 41,0 °C e 7% CO- seguido por 12
horas a 38,5 °C e 5% CO5). No tratamento 10> M de melatonina
a concentracdo de DMSO foi de 0,46% e os demais tratamentos
foram obtidos por diluicdo seriada. Foi realizado um tratamento
no qual os oocitos foram maturados em meio MIV sem adigédo
de melatonina, na condicdo convencional de maturacdo (24
horas a 38,5 °C e 5% CO2, grupo controle-ndo estresse).
Adicionalmente, a fim de verificar possivel influéncia do
diluente DMSO nas variaveis avaliadas, foi realizado um
tratamento no qual os odcitos foram maturados em meio MIV
contendo 0,46% de DMSO, que corresponde a mesma
concentracao presente no tratamento 10 M, sob choque térmico
(12 horas a 41,0 °C e 7% CO2 seguido por 12 horas a 38,5 °C e
5% COz - grupo controle-DMSQ). Os meios foram preparados

com, no minimo, 2 horas de antecedéncia a MIV.

Em cada dia de coleta de ovérios (repeti¢cGes), os CCOs
graus | e Il foram agrupados e distribuidos aleatoriamente aos

tratamentos. Foram preparadas duas placas que comportaram 0s

seis tratamentos submetidos ao choque térmico (sendo uma gota
por tratamento em cada placa) e outra placa com o controle
positivo (duas gotas para MIV convencional), totalizando sete
tratamentos e 14 gotas, por repeticdo. Realizou-se 12 repeti¢des

e 205 + 30 odcitos foram maturados por repeticdo. No total,

38



2456 oocitos foram maturados, distribuidos aos sete tratamentos
(361 no 10° M, 354 no 10° M, 340 no 10° M, 378 no 10™* M,
354 no 0 M, 328 no controle ndo-estresse e 341 no controle-
DMSO).

2.6. PREPARO DO SEMEN E FERTILIZACAO IN VITRO

Apds 24 horas de MIV os o6citos foram fecundados in vitro
com sémen de uma mesma partida de um unico touro provado
da raca Holandesa, previamente testado na PIVE. O sémen foi
submetido as andlises de motilidade e vigor em microscopia de
campo claro com aumento de 400x. A determinagdo da
concentracdo espermatica foi realizada em cdmara de Neubauer,
utilizando-se diluicdo de 1:20. O descongelamento da palheta de
sémen foi realizado em descongelador automético (Cito
Products Incorporated Watertown, Wisconsin, EUA) a 37 °C por
30 segundos. Para lavagem e selecdo espermatica, a dose de
sémen foi depositada cuidadosamente sobre a superficie do
gradiente descontinuo de Percoll (17-0891-02 GE Healthcare,
Chicago, EUA), sendo uma coluna de 90% de Percoll (350 pL) e
outra de 45% (350uL). O microtubo conico contendo o gradiente
de Percoll e o sémen descongelado foi centrifugado em
microcentrifuga por seis minutos a 656,7 x g (equivalente a
2020 RPM). Em seguida, 200 pL do pellet, resultante da
centrifugagdo do Percoll, foram retirados e adicionados a 500 uL
de meio de capacitacdo TALP (Tyrode’s albumin lactate
pyruvate) - SEMEN (Solugdo g.s.p. 100 mL - NaCl 0,582g (S7653
Sigma), KCI 0,023g (P9333 Sigma), NaH2PO4 0,0035g (S8282
Sigma), MgCl2.6H20 0,008 g (M2393 Sigma), NaHCO3 0,210 ¢
(S5761 Sigma), CaCl2.2H.0 0,03 g (C7902 Sigma), Lactato de
sodio 310,4 puL (L4263 Sigma), Vermelho Fenol 0,001g (P5530
Sigma), HEPES 0,238 g (H4034 Sigma), agua Milli-Q para

completar os 100 mL) previamente estabilizado em estufa com
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5% de CO, a 38 °C. O tubo foi submetido a centrifugagéo
novamente por dois minutos a 417,2 x g (equivalente a 1610
RPM). O sobrenadante foi novamente descartado e 100 puL do
precipitado contendo o sémen foram ressuspendidos em 40uL
do meio FIV (FERT-TALP), suplementado com amicacina
83,4ug/mL (Sulfato de Amicacina — Nova Farma, Andpolis,
GO), penicilamina 27pug/mL (P4875 Sigma,), hipotaurina
lug/mL (H1384 Sigma), epinefrina 0,3ug/mL (E4250 Sigma),
albumina sérica bovina (BSA) 5ug/mL (A3803 Sigma), piruvato
22ug/mL e heparina  10pg/mL  (HEPAMAX-S, Blau
Farmacéutica, Cotia, Brasil), totalizando 140uL de meio FIV
com os espermatozoides ja selecionados. Para a inseminagéo
foram adicionados 7 pL desse meio FIV contendo sémen em
cada gota. Foi utilizada a concentracio de 2x10°
espermatozoides/mL, em gotas de 70uL. de meio FIV cobertas
com Oleo mineral. O processo de FIV foi realizado por um
periodo de 18 a 22 horas a 38,5°C em 5% de CO2 em ar e
umidade saturada, sendo o dia da fecundacdo considerado o dia
zero (DO).

2.7. DESNUDAMENTO E CULTIVO IN VITRO DOS EMBRIOES

Ao fim da FIV, os presumiveis zigotos foram debridados
das células do cumulus, utilizando-se micropipeta automatica e,
posteriormente, foram submetidos ao cultivo in vitro (CIV) em
gotas de 70 pL de meio Synthetic Oviduct Fluid Medium
(SOFaa), adaptado de Holm et al. (1999) e suplementado com
2,5% de SFB, 5 pg/mL de BSA, 22 pg/mL de piruvato e 83,4
ug/mL de amicacina. Foram avaliados a taxa de clivagem dos
embrides no dia trés de cultivo (D3), a proporcdo de embrides
que atingiram mais de oito células no D3, o nimero e o estadio
de desenvolvimento dos embrides nos dias sete (D7) e oito de
cultivo (D8) conforme a classificacdo proposta pela Sociedade

Internacional de Transferéncia de Embrides (Stringfellow and
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Seidel 1999). No D8 todas as estruturas foram lavadas em PBS-
PVA, fixadas em paraformaldeido 4% em cdmara Umida por
uma hora e, em seguida, armazenadas a 4 °C em microtubos

com 1000 uL de PBS-PVP para posterior analise.

2.8. IMUNOCITOQUIMICA E INDICE APOPTOTICO EMBRIONARIO
(TUNEL)

A qualidade embrionéria foi avaliada por meio do nimero
total de células, proporcao de células da massa celular interna
(MCI), proporcédo de células apoptéticas em relagdo ao total de
células e proporcdo de células apoptédticas em relacdo as células
da MCI, em blastocistos expandidos (BX) em D8. Foram
realizadas as andlises de imunocitoquimica para quantificar a
MCI, e de TUNEL para quantificar as células com fragmentagéo
do DNA em apoptose (células TUNEL positivas). Para
realizacdo dessas analises, foram formados quatro grupos de trés
repeticdes cada, totalizando as 12 repeticdes. Foram avaliados
15 BX no tratamento 10 M de melatonina, 14 no 10° M, 19 no
10° M, 21 no 1012 M, 22 no 0 M, 14 no tratamento ndo-estresse
e 31 no controle DMSO. Em cada embrido foram realizadas
todas as anélises descritas.

Inicialmente, os BX foram submetidos a trés lavagens de
cinco minutos cada em PBS com 0,3% de Triton X-100 (T8787
Sigma). Apods as lavagens foi realizado o blogueio em 5% de
soro normal de cabra (NGS, Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, SP, BR)
por 30 minutos, e incubacdo durante a noite em geladeira com o
anticorpo primario anti-SOX2, IgG 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 Immuno Research, WestGrove, PA,
USA) diluido 1:800 em PBS-Triton 0,01%. Esta incubagéo foi

feita em camara umida por 1 hora e 30 minutos a temperatura



ambiente. Em seguida, o material foi lavado com PBS e entdo
submetido a anélise de Terminal Deoxynucleotidyl Transferase
dUTP Nick end Labeling (TUNEL) utilizando o kit DeadEnd™
Fluorometric TUNEL System (Promega, Madison, WI, EUA).
Os embrides foram permeabilizados em solugdo de Triton X-
100 (0,2%) em solucdo salina fosfatada por 5 minutos, lavados e
equilibrados em tampdo de equilibrio por 5 a 10 minutos. No
controle positivo, os embrides foram pré-incubados com enzima
DNAse, mimetizando o processo de morte celular. Em seguida,
foram incubados em uma solucdo contendo tampédo 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 embribes foram
incubados na auséncia da enzima rTdT. 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, Séo Paulo, SP, BR) por 5 minutos, com a finalidade de

marcar os nucleos celulares.

A captura das imagens foi executada em microscopio
optico de fluorescéncia Leica DMI 6000 (Wetzlar, Alemanha),
utilizando objetiva de 20x. O namero total de células, células da
massa celular interna e células apoptoticas foram analisados
utilizando-se o software LAS AF (2.6.3, Leica Microsystem,
Alemanha). O namero de células positivas para SOX-2 (nimero
de células da MCI) e para TUNEL (nimero de células
apoptoticas) foram calculadas em relagdo ao total de células
coradas pelo DAPI. Foi avaliada também a proporcéo de células
TUNEL-positivas contidas na MCI.

3. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Foi utilizado o delineamento em blocos ao acaso com cinco
tratamentos: 0 (controle negativo); 102 M; 10°M; 10°M e 103
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M melatonina adicionada ao meio MIV de odcitos bovinos
maturados sob choque térmico. Os blocos foram referentes aos
dias de coleta de ovarios e em cada dia de coleta os odcitos
CCOs de graus 1 e 2 foram distribuidos aleatoriamente nos
diferentes tratamentos. Foram realizados o controle positivo
(maturagdo dos odcitos na forma convencional, 24 horas a 38,5
°C, sem adicdo de melatonina ao meio MIV) e o controle DMSO
(os oocitos foram submetidos ao choque térmico e foi

adicionado DMSO na concentragéo de 0,46%).

4. ANALISE ESTATISTICA

Os dados de proporcdo e de contagens foram analisados
utilizando-se modelos lineares generalizados. Para os dados de
contagem foram efetuadas analises de deviance, considerando a
distribuicdo Poisson, com funcdo de ligacdo log. Para os dados
de proporcdo também foram realizadas analises de deviance,
mas considerando a distribuicdo binomial com funcéo de ligacao
logit. Foi considerado o nivel de significancia de 5% para
estabelecer diferenca estatistica. Todas as analises foram
realizadas utilizando-se o software SAS for Windows (SAS,
2008).

Com o objetivo de descrever os efeitos das diferentes
concentracdes de melatonina sob choque térmico, nas variaveis
em que esse efeito foi significativo (P<0,05), foram ajustadas
equac0es de regressdo. Os modelos de regressdo foram ajustados
utilizando modelos lineares generalizados, considerando as
mesmas distribuicdes e funcdes de ligacdo ja definidas. A
variavel independente, ou seja, a concentracdo de melatonina foi

transformada da seguinte maneira:

1
B Iogm(—logm(Concentrm;ﬁo + k))
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1)

sendo que as concentracdes foram 0 M, 10 M, 10° M, 10° M
e 10° M e a constante k foi positiva e muito préxima de 0
(zero), ou seja, foi utilizado o valor 10°%.

Dessa forma os valores transformados para as
concentragdes de melatonina foram: 0 M = 0, 10 M = 0,9266,
10° M = 1,0480, 10° M = 1,2851 e 10° M = 2,0959. Essa
transformac&o foi necesséria para garantir o ajuste adequado dos

modelos de regresséo.

5. RESULTADOS

A melatonina adicionada ao meio de MIV na concentracéo
10 M resultou em maior proporcdo de embrides com oito ou
mais células, quando comparado aos tratamentos 10> M e 0 M
(P<0,05, Tabela 1). Os tratamentos com 102 M, 10°M e 10° M
de melatonina e o controle ndo-estresse ndo diferiram entre si
quanto a proporc¢do de embrides com oito ou mais células no D3
(P>0,05). Na avaliacdo do efeito do choque térmico (0 M vs
controle ndo-estresse), o tratamento ndo-estresse resultou em
maior proporcéo de embrifes com oito ou mais células (P<0,05).
O tratamento DMSO resultou em maior proporcdo de embrides
com oito ou mais células, quando comparado aos tratamentos 0
M, 102 M e 10° M (P<0,05), mas ndo diferiu dos tratamentos
10 M, 103 M e controle ndo-estresse (P>0,05). As taxas de
clivagem e a producéo de blastocistos no D7 e D8 de cultivo ndo
foram influenciadas pelas diferentes concentracbes de
melatonina, nem pelo choque térmico (0 M vs controle néo-
estresse) ou pelo DMSO (P>0,05).

A equacdo ajustada que indica como se d& a alteracdo na
propor¢do de embriGes com oito ou mais células em D3, como
funcédo de diferentes concentragdes de melatonina transformada,

é apresentada na Figura 1. A proporc¢do de embrides com oito ou
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mais células aumentou diretamente com o0 aumento da
concentragdo de melatonina, desde as menores doses, atingindo

0 méaximo na concentracdo 10 M.
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Tabela 1. Efeito da adicdo de melatonina e de DMSO ao meio de maturacéo in vitro de odcitos bovinos sob choque térmico na producgdo de embrifes e dados
da producdo in vitro convencional de embrides.

Melatonina + Choque Térmico* Controles *

oM 1012 M 10°M 10°%M 103 M DMSO + CT N&o - Estresse
Parametro

nl= 354 nl= 378 ni= 340 ni= 354 ni= 361 ni= 341 ni= 328
Clivagem 67,1+3,3 62,1+34 67,0+ 3,4 66,2 + 3,4 67,1+ 3,3 64,8+ 3,5 72,0+3,2
Embrides

n%= 234 n%= 232 n2= 225 nZ= 232 n2= 240 n%= 218 n%= 232
D3 > 8 céls 18,6 + 5,4 b¢ 185+545  195+56 of 24,5 + 6,5 ad 26,3 + 6,7 2de 28,8 +7,14 26,4 + 6,8 adef
D7 Total 274 +43 245+40 28,0+4,3 235+4,0 313+45 304+45 272+43
D8 Total 21.8+472 19,4 +4,0 246 +4.6 21,4+ 472 242 +45 299+51 219+43

1 NGmero de oécitos maturados; 2Ndmero de embrides clivados no D3; DMSO + CT- dimetilsulféxido sob choque térmico; Ndo-estresse - maturagdo convencional
Avaliadas a taxa de clivagem em relacdo nimero de odcitos maturados, proporcdo de embrides com oito ou mais células no D3 em relagcdo ao nimero de embriGes clivados,
propor¢do de blastocistos (Bi + BL + BX + BE) no dia 7 e proporcao de blastocistos (BL + BX + BE) no dia 8 em relacdo ao nimero de embrides clivados no D3.

* Médias seguidas por letras diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Tukey-Kramer (P <0,05)
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Concentracdes de melatonina transformadas

Figura 1. Proporgdo de embrides com oito ou mais células em
relacdo ao nimero de clivados no dia 3 de cultivo (D3), como
funcdo das diferentes concentracGes de melatonina adicionadas
ao meio de MIV, considerando concentracdo de melatonina
=1/(logio(-logio(concentracdo +K))). Os valores 0; 0,9266;
1,0480; 1,2851 e 2,0959 correspondem as concentracdes 0, 10

12107, 10° e 10" M, respectivamente.

Os blastocistos foram avaliados pela contagem do total de
células, pelas proporgdes de células apoptdticas em relacdo ao
numero total de células, células da MCI em relacdo ao numero
total de células e células apoptoticas em relacdo as células da

MCI (Para imagens representativas vide Figura 3).
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Figura 3. Imagens de um mesmo embrido, demonstrando (A) o

total de células pela coloragdo 4’ 6-diamidino-2-phenylindole
(DAPI), (B) as células apoptéticas pela técnica Terminal
Deoxynucleotidyl Transferase dUTP Nick end Labeling
(TUNEL), (C) as células da massa celular interna (MCI) pela
técnica de imunocitoquimica e (D) as células apoptdticas
(TUNEL positivas) na MCI.

N&o houve efeito (P>0,05) da adicdo da melatonina ao meio
de MIV de oo6citos sob choque térmico no ndmero total de
células, na proporcéo de células apoptdticas em relacéo ao total
de células e na proporc¢édo de células apoptdticas na MCI (Tabela
2). No entanto, a propor¢do de células da MCI em relacdo ao
numero total de células foi maior no tratamento 10° M de
melatonina quando comparado aos tratamentos 10° M, 102 M,
0 M e ao controle DMSO (P<0,05). A proporcao de células na




MCI nio diferiu entre os tratamentos 10° M, 10°M e o controle
ndo-estresse (P>0,05). O choque térmico ndo influenciou a
qualidade dos embrides, visto que ndo houve diferenca entre o0s
tratamentos 0 M e ndo-estresse em nenhuma das variaveis
analisadas (P>0,05). Da mesma forma, a adi¢do de 0,46% de
DMSO ao meio MIV de oo6citos sob choque térmico nao
influenciou a qualidade dos embrides, uma vez que ndo houve
diferenca entre os tratamentos DMSO e 0 M de melatonina
(P>0,05).

A equacdo ajustada que indica como se d& a alteracdo na
proporcdo de células da MCI em relacdo ao numero total de
células nos blastocistos em D8, como funcdo de diferentes
concentracfes de melatonina transformada, € apresentada na
Figura 4. A propor¢do de células da MCI aumentou
significativamente a partir da concentracdo 10° M, atingiu o
méximo entre as concentrages 10° e 10 M, e em seguida
diminuiu até atingir a concentracdo 10° M. Dessa forma, por
meio da analise de regressao logistica, é possivel inferir que a
concentracdo 10 M de melatonina resultou em maior proporgao
de células da MCI.
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Tabela 2. Efeito da adicdo de melatonina e de DMSO ao meio de maturacdo in vitro de oécitos bovinos sob choque térmico e da producdo in vitro

convencional de embrides sobre 0 nimero total de células e as propor¢des de células apoptdticas, células da massa celular interna (MCI) e células

apoptoticas na MCI

Melatonina + Choque Térmico Controles *

Y 10 M 103 M DMSO +CT Nao-Estresse
Variavel

n=21 n=14 n= 14 n=30 n=14
Contagem
NO total células 93+9 94+9 89+8 97+9 89+9
(%)
Céls. apoptoticas! 18,3+4,5 19,6 £4,7 14,2+ 377 13,6 £3,5 11,9+ 3,2
Céls. MCI? 263+6423 257+632% 219+57% 427+81° 331+74% 255+6,3° 31,8 +£7,2%
Céls. apoptoticas MCI? 42,3+7,0 359+6,3 40,2+6,9 31,2+6,0 289+6,1

! Proporgéo em relagéo ao nimero total de células

2Proporgdo em relagdo ao nimero de células na MCI

DMSO + CT - dimetilsulféxido sob choque térmico; Néo-estresse - maturagéo convencional

n= nlimero de embrides avaliados em cada tratamento.

* Médias seguidas por letras diferentes na mesma linha diferem entre si pelo teste Tukey-Kramer (P<0,05).
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Figura 4. Proporc¢éo estimada de células da massa celular interna
em relacdo ao nimero total de células nos blastocistos no dia 8
de cultivo, como funcdo das diferentes concentracbes de
melatonina, considerando concentracdo de melatonina
=1/(logio(-logio(concentracdo + K))). Os valores 0; 0,9266;
1,0480; 1,2851 e 2,0959 correspondem as concentracBes 0, 10°
12107, 10° e 10" M, respectivamente.

6. DISCUSSAO

No presente estudo, 0 choque térmico em o0citos bovinos,
durante o periodo de MIV, foi capaz de reduzir o
desenvolvimento embrionario até o estadio de 16 células, como
demonstrado pela maior proporcdo de embrides com oito ou
mais celulas provenientes de odcitos maturados sob condigéo
convencional (0 M melatonina vs ndo-estresse). Esse resultado
corrobora estudo anterior, em que a maturacdo oocitéria in vitro
sob choque térmico resultou em menor proporcdo de embrides
com oito ou mais células (Payton et al. 2004). O menor
desenvolvimento de embriGes produzidos a partir de odcitos

submetidos ao choque térmico pode estar relacionado a reduzida

2,0959
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quantidade de mRNA materno e, portanto, a menor
possibilidade de ativacdo do genoma no periodo denominado
transicdo materno-zigotica (TMZ), que se inicia na fertilizacdo e
continua durante o desenvolvimento inicial do embrido
(Tripurani et al. 2011). A ativagdo gendmica ocorre justamente
no estadio de oito células e é necessaria para que o embrido seja
capaz de sintetizar suas proprias proteinas e se desenvolver
(Payton et al. 2004; Ferreira et al. 2009). Dentre as proteinas
transcritas pelo embrido, as proteinas do choque térmico (HSPs)
sdo essenciais para que a fungédo celular de protecdo contra o
choque térmico seja realizada. Dessa forma, a maior ou menor
expressao dos genes responsaveis pela transcricdo das HSPs ira
influenciar no desenvolvimento embrionario inicial (Zhang et al.
2011).

Os resultados sugerem que a melatonina na concentracdo
103 M na MIV foi eficiente em mitigar os prejuizos causados
pelo choque térmico nas primeiras clivagens do embrido, como
observado pela maior proporcdo de embrides com, no minimo
oito células, quando comparado ao tratamento com a mais baixa
concentracio de melatonina (102 M) e o tratamento sem
melatonina (0 M); e como observado pelo aumento na proporcao
de embriBes com oito ou mais células em funcédo do aumento da
concentracdo de melatonina na MIV. E interessente notar ainda
que a proporcdo de embribes com no minimo oito células nos
tratamentos com adigdo de melatonina em concentragéo igual ou
superior a 10° M néo diferiu da observada no tratamento
controle ndo-estresse, demonstrando assim a capacidade
citoproterora da melatonina. Esses resultados podem estar
relacionados ao fato de a melatonina estimular a atividade de
enzimas antioxidantes (Tamura et al. 2009), além de atuar como
antioxidante, reduzindo as EROS e as ERNS (Loren et al. 2017),
que em altas concentracdes resultam em danos celulares
estruturais e funcionais (Combelles et al. 2009), como a

peroxidacdo lipidica, oxidacdo protéica e danos ao DNA
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(Tamura et al. 2014). Em adicdo, os metabdlitos da melatonina,
formados apds sua reagdo com a molécula oxidante, também
tém eficiéncia na desintoxicacdo de espécies reativas de
oxigénio (Galano et al. 2013). Assim, a melatonina contribui
para a homeostase celular (Jou et al. 2007), alem de reduzir a
apoptose (Marques et al. 2018), efeitos que somados resultam
em melhor desenvolvimento embrionério.

A maturacdo oocitaria sob choque térmico com adicdo de
0,46% DMSO ao meio resultou em maior proporcdo de
embrides com oito ou mais células, quando comparada com a
maturacao sob choque térmico sem melatonina ou com adicao
de 102 M e 10° M de melatonina. Efeito positivo da adigdo de
DMSO em baixa concentracdo (50 uM) na maturacdo de oocitos
bovinos sobre desenvolvimento embrionério inicial foi também
observado por (Tsuzuki et al. 1998). Esses resultados podem
estar relacionados as funcBes bioldgicas citoprotetoras do
DMSO. O DMSO é uma molécula anfipatica comumente
utilizada como solvente de diversas substancias, além de ser um
crioprotetor adicionado nos processos de vitrificacdo celular,
tecidual e oocitaria (Li, Wang, Song et al. 2016). O DMSO atua
influenciando a diferenciacdo celular, apoptose, expressdo de
canais idnicos e metabolismo lipidico (Santos et al. 2003). Em
adicdo, apresenta a capacidade de detoxicar radicais hidroxil
(Yu and Quinn 1994), que se formam durante a respiracdo
celular e causam danos ao DNA, favorecendo assim a maturagéo
e 0 desenvolvimento de oocitos (Tsuzuki et al. 1998).

A taxa de produgcdo de blastocistos € um pardmetro
utilizado na avaliacdo das condic¢des de cultivo in vitro, assim
como de possiveis efeitos de reagentes adicionados aos meios.
Os resultados do presente trabalho corroboram os obtidos por
Ascari (2016), que adicionaram a melatonina durante a MIV de
oo0citos de vacas mesticas predominantemente Bos taurus
indicus, sob choque térmico, e ndo observaram diferencas na

taxa de producdo de blastocistos. Assim, a auséncia de efeitos da
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melatonina na producdo de blastocistos no D7 e D8 pode estar
relacionada ao fato de terem sido utilizados os odcitos
provenientes de ovarios de vacas mesticas (Bos taurus indicus x
Bos taurus taurus), que sd8o menos susceptiveis ao estresse
térmico do que racas europeias (Eberhardt et al. 2009).
Corroborando essas observagdes, Silva et al. (2013) relataram
que os efeitos do estresse térmico sdo mais evidentes em od4citos
e embrides de vacas Bos taurus taurus, em comparacao aos de
vacas Bos taurus indicus.

A PIVE tem a qualidade dos odcitos e dos embriGes como
ponto critico, sendo que o numero médio de células nos
blastocistos representa 0 sucesso ou fracasso nos processos
mitoticos, influenciando diretamente a implantacdo embrionéaria
(Tian et al. 2014). A qualidade embrionaria pode ser avaliada,
dentre outros parametros, pelo numero total de células
(Lonergan et al. 2006), proporcao de células apoptéticas (Yuan
et al. 2003), proporc¢édo de células da MCI em relagdo ao nimero
total de células (Asaf et al. 2003) e proporcdo de células
apoptdticas da MCI (Ascari 2016). No presente trabalho, a
condicdo de choque térmico ndo alterou os parametros de
qualidade avaliados. Estes resultados sdo corroborados por
alguns autores (Lawrence et al. 2004; Roth and Hansen 2004;
Soto and Smith 2009) que ndo observaram influéncia do choque
térmico no ndimero de células nos blastocistos. No entanto, (Ju
et al. 2005) e (Zhandi et al. 2009) concluiram que a exposicéo
de odcitos ao choque térmico reduziu o numero total de células,
mas nao alterou a proporc¢édo de células da MCI em relacdo ao
total de células.

No presente trabalho, os embrides provenientes de o6citos
maturados em meio contendo 10° M de melatonina
apresentaram maior propor¢do de células da MCI, quando
comparados aos tratamentos com menores concentragdes ou sem
melatonina. Ainda, os resultados sugerem que a propor¢do de

células da MCI atinge 0 méximo na concentracdo 10 M, com
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subseqilente decréscimo até a concentracdo 10° M. A
viabilidade embrionaria tem sido relacionada com a proporcéo
de células da MCI (Byrne et al. 1999). Em concordancia com o
presente trabalho, Su et al. (2015) concluiram que a adicdo de
melatonina ao meio de cultivo in vitro de embrides resultou em
embrides de melhor qualidade, uma vez que diminuiu as
proporcOes de celulas apoptoticas e aumentou a proporcao de
células da MCI em relacdo ao numero total de células. A
proporcdo de células da MCI em relacdo ao numero total de
células, bem como a &rea ocupada pela MCI, sdo fatores de alta
correlacdo com as taxas de implantacdo e manutencdo da
gestacdo (Ajduk and Zernicka-Goetz 2013). Em adicdo, Crosier
et al. (2001) concluiram que embriGes produzidos in vitro tém
menor viabilidade quando comparado com embrides produzidos
in vivo, porque apresentam menor proporcao de células da MCI
em relacdo ao total de células. As células da MCI sdo de
extrema importancia para a viabilidade embrionaria e
desenvolvimento pés-implantacdo, pelo fato de serem células
pluripotentes e que dardo origem ao embrido (Asaf et al. 2003).
Deve ser ressaltado que a concentragdo 10% M de
melatonina, a qual de acordo com a andlise da alteracdo na
proporcdo de células da MCI em funcdo das diferentes
concentragdes de melatonina, resultou em maior proporcéo de
células na MCI, foi a mesma que em estudo anterior realizada
por nossa equipe (Ascari 2016) reduziu apoptose na MCI.
Tomados juntos, esses resultados sugerem que a melatonina na
concentracdo de 10 M pode ser eficiente em reduzir os efeitos

prejudiciais do choque térmico durante a MIV.

7. CONCLSAO

A adicdo de melatonina nas concentragdes 10° M, 10°M e
10° M ao meio de MIV de obcitos bovinos sob condigdes de

choque térmico promoveu melhoria no desenvolvimento
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embrionario no estadio de 8 a 16 células. A concentragdo 10 M
parece ser a que tem potencial de proporcionar melhores
resultados em termos de qualidade embrionaria, quando
adicionada ao meio de MIV de odcitos bovinos sob condigdes
de choque térmico. Assim, a utilizacdo da melatonina na PIVE é
uma ferramenta que pode aumentar a viabilidade dos embrides
produzidos. Essa estratégia tem um grande potencial para ser
aproveitada, principalmente na MIV de odcitos provenientes de
vacas de leite de racas especializadas, por serem animais com

grande suscetibilidade ao estresse térmico.
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