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1. INTRODUCAO

A maturacéo ineficiente do odcito inviabiliza a producdo embrionéria in vitro
e gque a qualidade do odcito determina a proporcdo de odcitos que irdo se
desenvolver até o estagio de blastocistos (Wang et al. 2014; Kwak et al. 2012).
Uma das principais causas da reducdo da qualidade oocitaria durante a
maturacdo in vitro é o stress oxidativo, gerado pelo aumento exacerbado de
espécies reativas de oxigénio (EROs)(Tamura et al. 2008). A manipulacéo in vitro
leva a uma elevacao na producao de EROs, resultante tanto de fatores exdgenos,
tais como exposicdo a luz e a concentracdes elevadas de oxigénio, como de
fatores enddgenos, como a falta de um sistema antioxidante competente o
suficiente para competir com 0s metabdlitos e substratos encontrados na
producéo in vitro (Guérin, Mouatassim, and Menezo 2001).

Uma vez que os niveis intracelulares de EROs sédo regulados pelo balanco
entre enzimas antioxidantes e enzimas pré-oxidantes, alteracdes fisioldgicas
podem acarretar uma producao excessiva de EROs, o que causa danos ao DNA,
inducdo da apoptose e peroxidacao lipidica (Takahashi, 2012).Por este motivo,
varios grupos de pesquisa vém acrescentando a formulacdo de seus meios,
moléculas com conhecida acdo antioxidante. A glutationa (GSH) € um
antioxidante encontrado nas células, o qual desempenha um papel importante no
mecanismo de protecdo contra o stress oxidativo intracelular vivo, uma vez que
pode reagir tanto com ROS e como co-fator para a glutationa peroxidase, que
catalisa a reducdo de peroxido de hidrogénio (H202) toxico, protegendo contra
danos induzido pelo ROS em muitos tipos de células (Stradaioli, G. etal. 2007).

Neste contexto, a melatonina vem se destacando por atuar como um
agente imunoestimulador e citoprotetor, através do aumento da atividade de
enzimas antioxidantes, protegendo DNA e lipidios de membrana frente a danos
oxidativos, durante diferentes estagios de desenvolvimento de embrides em
diferentes espécies, tanto em testes in vivo como in vitro (ANISIMOV et  al,,
2006; LUCHETTI et al., 2010; PAPIS et al., 2007; WANG et al., 2013).No entanto,
existem limitacdes ao uso de melatonina, devido as suas propriedades quimicas,
incluindo baixa e variavel biodisponibilidade, meia-vida biolégica curta, rapida
absorcdo e sua solubilidade em &gua (Hoffmeister et al. 2012). Estas
caracteristicas limitam a atividade da melatonina aplicada como uma molécula
antioxidante e antiapoptotica.
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Estratégias  biotecnoldgicas tém sido propostas através do
nanoencapsulamento da melatonina com o propdsito de superar esta limitacdo. A
protecdo da molécula com nanocapsulas previne ndo apenas contra a
degradacédo, como ainda promove a reducdo da toxicidade e o aumento da
eficacia da droga. Testes in vivo e in vitro mostraram que quando a melatonina
esta associada com os sistemas de nanoparticulados, suas propriedades
antioxidantes sdo maximizadas (ZHAO et al., 2011; Hoffmeister et al. 2012; S R
Schaffazick et al. 2005; Scheila R Schaffazick et al. 2008).

Com isso, o objetivo do presente estudo foi analisar o efeito da
suplementacdo de melatonina no meio de maturagéo in vitro de odcitos bovinos
sobre a producao de EROs e glutationa (GSH).

2. METODOLOGIA

Ovarios bovinos provenientes de abatedouro local foram utilizados para
puncdo dos complexos cumulus oécitos (CCOs). Os ovarios foram previamente
lavados com solucao salina 0,9% aquecida, e apos, os foliculos com tamanhode 2
a 8mm foram puncionados com seringa acoplada a agulha. O liquido puncionado
foi mantido em tubo cénico a 35°C, lavado com PBS (phosphate buffer saline) e
filtrado com ajuda de filtro coletor de embrides. Os CCOs retidos no filtro foram
colocados em placa de petri para procura em lupa estereomicroscopica e
avaliados quanto ao numero de camadas e grau de compactacéo das células do
cumulus e homogeneidade do citoplasma, sendo selecionados apenas 0s 00citos
considerados viaveis. Os CCOs selecionados foram incubados em gotas de 100
pL de meio MIV (In Vitro Brasil S/A, Sado Paulo, Brasil) em grupos de 15 a 20
o0citos nos seguintes tratamentos: melatonina livre (MEL) melatonina
nanoencapsulada (MEL-NC); nanocapsula sem melatonina (NC); e um grupo
controle sem tratamento. Os CCOs foram incubados durante 24h, a temperatura
de 38,5°C com atmosfera de 5% CO, para completa maturacdo nuclear e
citoplasmatica.

Para mensurar os niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs) e (GSH)
enddgenos nos odcitos maturados,os CCOs maturados foram desnudados com
hialuronidase (160 Ul/mL) e lavados trés vezes em 70 pyL de solucdo PBS-PVP
(Phosphate Buffer Saline-Polivinilpirrolidona). Uma vez desnudados os odcitos
foram incubados simultaneamente com 2'7'-diacetato de diclorofluoresceina
(DCHFDA) e 4-clorometil-6,8-difluoro-7-hidroxicumarina (CellTracker Blue
CMF2HC Molecular Probes; BeyotimelnstituteofBiotechnology) para medir os
niveis de EROs e de GSH respectivamente. Grupos de 15 a 20 odcitos foram
incubados em gotas de PBS-PVP contendo 10uM de DCHFDA e 10uM de
CellTracker Blue no escuro por 30 min. ApOs esse periodo, os o6citos foram
lavados em PBS-PVP, e a fluorescéncia foi visualizada em uma gota de PBS-PVP
utilizando microscépio invertido de epifluorescencia IX 71 (Olympus Co.)
equipados com filtros de UV (460nm para EROs e 379nm para GSH). Todas as
imagens foram obtidas utilizando camera digital DP72 (Olympus Corporation,
Shinjuku-ku, Toquio, Japéo) acoplada ao microscopio e a intensidade de
fluorescéncia foi medida pela intensidade de pixels utilizando o software Cell*F
(Solugcbes de Imagens Olympus, Minster, Alemanha). Todos os testes foram
realizados em triplicata, com grupos de 15 a 20 odcitos por replicata.

Para analise estatistica os niveis de EROs e GSH dos odcitos foram
comparados entre todos 0s grupos experimentais, utilizando analise de variancia
de uma entrada (ANOVA) seguida de teste de multipla comparacdo de Newman-
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Keuls. Os resultados foram obtidos com valores médios de cada grupo de dados,
e o grau de significAncia estatistica para todas as analises foi definida em P<0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados encontrados mostraram que o0s niveis de EROs foram
estatisticamente inferiores nos grupos suplementados com melatonina tanto na
forma livre quanto nanoencapsulada. O grupo Mel-NC(22.65+1.68), foi o que foi
apresentou os menores niveis de EROs dentre todos os grupos, seguido pelos
grupos Mel (43.00 + 2,93),NC (68.10 = 7.52) e controle (59.05+5.81; P<0,05).
Com relacdo aos niveis de GSH, ndo foram observadas diferengcas entre os
grupos experimentais, sendo encontrados os seguintes valores médios (controle:
157.90+6,63, NC: 132.70+ 10.71, Mel: 147.10+7.10, e Mel-NC: 128.40+£14,90)

A melatonina adicionada no meio de maturacéo in vitro de odécitos bovinos
possui geralmente efeitos benéficos na producéo in vitro de embriées (PIVE) (Tian
et al. 2014). Além do resultado apresentado neste trabalho, trabalhos prévios
demonstram que quando adicionada ao meio de MIV,numa formulagédo nao-
encapsulada, a melatonina € capaz de diminuir a producdo de EROs, tanto em
oocitos bovinos(El-Raey et al. 2011), quanto suinos (Kang et al. 2009).A
suplementacdo de melatonina associada a nanocapsulas levou a niveis de EROs
significativamente mais baixos em relacdo aos demais grupos, indicando que a
esta associacao potencializou o efeito antioxidante da melatonina. Essa melhora é
significativa, demonstrando que o tratamento com melatonina pode reduzir danos
oxidativos e, consequentemente, prevenir danos celulares e o decréscimo da
viabilidade do odcito maturado in vitro.

4. CONCLUSOES

Os dados demonstram que a adicdo de melatonina no meio de maturacao
in vitro de odcitos bovinos foi capaz de reduzir a produ¢do de EROs nos odécitos
maturados, porém nédo alterou os niveis de GSH enddégeno.
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