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1. INTRODUCAO

A producdo in vitro de embrifes bovinos (PIVE) é uma area emergente em
todo mundo, sendo o Brasil o principal produtor de embribes gerados por
fertilizac&o in vitro, com quase 50% da producao mundial. No entanto, apesar de
muitos grupos de pesquisa se dedicarem a essa area, ainda sdo obtidas baixas
porcentagens de producdo de embrides, em torno de 30 a 40% (WANG et al.
2013). Sabe-se que uma etapa crucial da PIVE que garante o sucesso do
desenvolvimento embrionario é a maturacdo in vitro (MIV) dos odcitos. Nessa
etapa, uma das principais causas de deplecdo dos o0citos € o aumento da
geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), podendo causar estresse
oxidativo nas células (TAMURA et al. 2008). Com isso, a adicdo de moléculas
antioxidantes durante a MIV tém sido uma alternativa para controlar a producao
exacerbada de EROs. Dentre essas moléculas, a melatonina tem se destacado,
demonstrando efeitos benéficos quando adicionada ao meio MIV. A diminuicdo na
producéo de EROs (EL-RAEY et al. 2011; KANG et al. 2009); a redugéo da taxa
de apoptose em células do cumulus (TAKADA et al. 2012); a elevacdo nas taxas
de maturacéo e de desenvolvimento embrionario, além do aumento do nimero de
células por blastocisto (TIAN et al. 2014) sdo alguns dos resultados encontrados
guando a melatonina foi adicionada na MIV.

Apesar dos efeitos benéficos, acredita-se que muito mais poderia ser
aproveitado desta molécula jA que ela tem demonstrado apresentar baixa
disponibilidade, pouca solubilidade em &gua, meia-vida biolégica curta, e
metabolismo e absor¢éo rapidos (HOFFMEISTER et al. 2012). A fim de contornar
essas limitacBes, a nanotecnologia surge com uma nova forma de entrega de
farmacos, em nanocépsulas. J& foi relatado que a melatonina quando associada a
sistemas nanoparticulados apresenta um aumento da sua estabilidade fisica, da
sua entrega controlada (HOFFMEISTER et al. 2012; SCHAFFAZICK et al. 2006) e
da sua atividade antioxidante contra a peroxidacao lipidica (SCHAFFAZICK et al.
2008).

Neste sentido, o objetivo deste trabalho é avaliar uma nova forma de
entrega da melatonina no meio MIV de odécitos bovinos através de sua associagdo
a nanocapsulas.

2. METODOLOGIA

Grupos foram suplementados com a melatonina livre (MEL), melatonina
nanoencapsulada (MEL-NC) ou nanocapsulas vazias (NC), além de um grupo
controle (Controle). Parte dos odcitos foram avaliados quanto as taxas de
maturacgéo, e parte, fertilizados. Os embrides produzidos foram avaliados quanto
as taxas de clivagem e de desenvolvimento até o estagio de blastocisto e quanto
ao numero de total de células e porcentagem de células apoptoéticas por
blastocisto.


mailto:marri.hr@hotmail.com
mailto:tiago.collares@pq.cnpq.br

Ovarios provenientes de abatedouro local tiveram seus foliculos com
tamanhos entre 2-8 mm de didmetro aspirados com auxilio de seringa de 20 ml e
agulha 40 x 12. O liquido folicular foi filtrado em filtro coletor de embribes
(Nutricell, Campinas-SP) e lavado com PBS (phosphate buffer saline) para a
procura dos complexos cumulus odcitos (CCOs) em lupa estereomicroscopica.
Grupos de 15 a 20 CCOs considerados viaveis foram distribuidos em placas com
meio MIV contendo os seguintes tratamentos: MEL nas concentracfes 10 M, 10°
M e 102 M; MEL-NC nas concentracées 10° M, 10° M e 10™* M da droga; NC
nos volumes correspondentes da MEL-NC a 10° M, 10° M e 10 M; e Controle,
sem tratamento. Os CCOs permaneceram em estufa a 38,5°C, com 5% de CO.,
de 22 a 26 h para a maturacdo. Passado esse tempo, parte dos CCOs foram
avaliados quanto a taxa de maturagcdo, enquanto os demais foram submetidos a
fertilizac&o in vitro (FIV). Para a avaliagao da taxa de maturagéo, os CCOs foram
desnudados com hialuronidase (160 Ul/mL) e corados com Hoescht 33342 (10
pg/ml) por 30 min a temperatura ambiente, e analisados quanto a extrusao do
corpusculo polar em microscopio invertido de fluorescéncia (IX 71, Olympus Co.).

Na FIV, uma palheta de sémen de touro foi descongelada e a amostra obtida
foi centrifugada para a remocao dos crioprotetores e do plasma seminal. Em
seguida a amostra foi avaliada quanto a motilidade e teve sua concentracéo
ajustada para 1x10° espermatozoides por mL. Espermatozoides e CCOs foram
mantidos em contato por 18h em estufa a 38,5 °C, com 5% de CO,. Os
prezumiveis zigotos foram cultivados por 7 dias apos a FIV, em estufa nas
mesmas condi¢cdes, em meio SOF (Synthetic Oviduct Fluid). No dia 3 (D3) apés a
FIV foi avaliada a clivagem dos embrides, e no dia 7 (D7), a taxa de embrides que
atingiram o estagio de blastocisto. A partir destas analises foi escolhida a
concentracéo de 10™° M para realizar o teste de TUNEL.

O teste de TUNEL foi realizado utilizando o kit In Situ Cell Death Detection
Kit (Roche, USA) seguindo pequenas modificacbes de acordo com LEE (2010).
Foram realizadas 3 repeti¢cdes, com 6 a 8 embrides por grupo tratado. O numero
total de células e o numero de células apoptoéticas por embrido foi contado
utilizando o software Cell"F.

Para a analise da taxa de maturacéo foi utilizado o teste de Qui-quadrado.
A avaliacdo das taxas de clivagem e producdo de blastocistos foram avaliados
usando andlise de variancia (ANOVA) de duas entradas seguido de teste de
Tukey para multiplas comparacfes. O numero médio de células por blastocistos,
e 0 numero médio de células apoptdéticas por blastocistos foi analisado utilizando
ANOVA de uma entrada, seguido de teste de multipla variancia Newman-Keuls. O
grau de significancia de todas as analises foi definida por nivel de probabilidade P
< 0.05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Em torno de 24 horas apés a MIV, os CCOs foram desnudados, e corados
genomicamente para visualizacdo da extrusdo do corpusculo polar, indicando
terem alcangcado a maturacdo (estadgio de metafase I). Os grupos MEL, MEL-NC
e NC apresentaram maiores taxas de maturacao do que o grupo controle (P <
0.05; Tabela 1).

Em relacéo a taxa de clivagem e a taxa de producéo de blastocistos, o grupo
MEL-NC apresentou taxas de clivagem e producéo de blastocistos superiores as
dos demais grupos. Este grupo apresentou ainda, um aumento significativo da
taxa de producéo de blastocistos na concentracdo de 10° M (P < 0.05; Tabela 1).
O grupo MEL também apresentou efeito positivo quando comparado ao grupo
controle, tanto em relagdo a clivagem quanto a producdo de blastocistos. No
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grupo NC foi observada uma taxa de producdo de blastocistos superior a do
grupo controle, sendo equivalente ao grupo MEL (P < 0.05; Tabela 1).

TABELA 1. Taxas de odcitos que atingiram a fase de MIl em 24 horas de MIV,
embrides que clivaram no D3, e embrifes que alcancaram o estagio de blastocisto no D7,
nos grupos tratados com MEL, MEL-NC, e NC nas concentracdes 10° M, 10° M e 10** M

durante a MIV, e no grupo controle.

MIl em 24 horas de MIV | Clivagem no D3 Blastocisto no D7

10° M: 92.53% + 4.58 2 10° M: 86.80% + 1.95° | 10° M: 42.09% + 2.33 ¢

MEL 107 M: 81.64% + 6.692 10° M: 77.92% +3.15° | 10° M: 39.56% + 2.16 ©

10 M: 86.42% +9.43% [ 10 M: 77.29% + 2.77° | 10™* M: 43.75%= 1.83 ©

10° M: 86.94% + 2.432 10°M: 88.50% + 1.382 | 10° M: 44.50% + 0.29 ®

MEL-NC | 10° M: 80.76% + 4.54 % 107 M: 89.50% + 1.52% | 10° M: 54.80% + 1.13°

10 M: 74.79% + 450% | 10 M: 81.10% + 2.00? | 10 M: 46.10% + 1.50®

10° M: 80.25% + 2.852 10°M: 76.56% +2.42° | 10° M: 43.38% + 0.68 ©

NC 107 M: 87.50% + 1.70? 107 M: 69.58% + 4.00¢ | 10° M: 39.64% + 2.76 ¢

10 M: 86.47% +5.59% | 10" M: 75.41% + 0.90°¢ | 10> M: 42.15% + 0.95 ©

Controle | 63.51% +4.59° 71.92% + 3.75°¢ 35.26% +2.42°

A partir dos resultados de producdo de blastocisto, foi escolhida a
concentracdo de 10° M para o teste de TUNEL. Encontrou-se que os valores
médios do numero total de células por embrido nos grupos tratados com
melatonina (MEL e MEL-NC) foram maiores do que os grupos NC e controle
(102,27 £ 10,71; 113,31 £ 9,47; 61,75 * 8,21; e 66,84 + 9,06, respectivamente).
Em relagdo a média de células apoptoticas por blastocisto, o grupo MEL-NC
apresentou menores taxas em relacdo aos demais grupos. O grupo MEL teve
taxas intermediarias de frequéncia de apoptose, enquanto os grupos NC e
controle tiveram as taxas mais altas (4,90 + 0,77; 13,33 + 2,13; 22,18 £+ 2,33 e
21,75 * 3,16, respectivamente).

O presente estudo demonstrou que a suplementacdo do meio MIV com
melatonina melhora as taxas de maturagéo, clivagem e producéo de blastocisto
em relacdo ao controle. Ainda, nossos resultados demonstram, além de um
aumento na produc¢do, um aumento da qualidade embrionaria nos grupos tratados
com melatonina. Nestes grupos, se observou um numero superior de células por
blastocisto em comparagdo aos grupos NC e controle. Um maior nimero de
células por embrido indica que os embrides realizaram uma mitose eficiente e tém
uma maior chance de gerarem uma prenhez (TIAN et al.,, 2014). Trabalhos
anteriores ja haviam reportado aumento de células por blastocisto em diversas
espécies, quando a melatonina livre foi adicionada ao processo de MIV
(DEHGHANI-MOHAMMADABADI et al. 2014; RODRIGUEZ-OSORIO et al. 2007,
TIAN et al. 2014).

4. CONCLUSOES

Concluimos que os efeitos positivos da suplementacdo de melatonina
durante a MIV sobre a producdo e a qualidade embrionaria podem ser
melhorados pela associagao do farmaco a nanocapsulas.
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