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RESUMO

Este estudo avaliou os efeitos da melatonina na producao in vitro de embrides bovinos (PIVE),
analisando seu impacto no desenvolvimento embrionario, estresse oxidativo, metabolismo
lipidico, atividade mitocondrial, abundancia relativa de mRNA, metilacdo de DNA em regides
repetitivas (Satellite 1 e LINE-1) e criotolerancia. Quatro grupos experimentais foram
comparados: Controle (sem melatonina), melatonina na maturacdo (MIV + Mit), no cultivo
(CIV + MlIt) ou em ambos (MIV/CIV + MIt). A melatonina melhorou significativamente a taxa
de blastocisto no D7, acelerou a cinética de desenvolvimento, reduziu os niveis de EROs e
lipidios intracelulares, e aumentou a atividade mitocondrial, especialmente no grupo CIV + Mit,
A abundancia relativa de mRNA indicou a influéncia da melatonina em genes antioxidantes
(SOD1, GSS, CAT) e relacionados a reprogramacao epigenética (TET1, TET3, DNMT3A),
embora ndo tenham sido observadas alteragdes significativas em genes relacionados ao
metabolismo lipidico. As analises de metilacdo revelaram um padrdo de hipometilagdo mais
acentuado nas regides repetitivas nos grupos tratados com melatonina. Apesar das melhorias na
qualidade embrionaria, a criotolerancia ndo foi significativamente alterada. Conclui-se que a
melatonina exerce efeitos multifatoriais positivos, sendo mais eficaz quando suplementada
durante o cultivo, promovendo embribes de melhor qualidade, com maior viabilidade

embrionaria.

Palavras-chave: antioxidante; estresse oxidativo; qualidade embrionéria; epigenética.
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ABSTRACT

This study evaluated the effects of melatonin on bovine in vitro embryo production (IVEP),
analyzing its impact on embryonic development, oxidative stress, lipid metabolism,
mitochondrial activity, relative mRNA abundance, DNA methylation in repetitive regions
(Satellite 1 and LINE-1), and cryotolerance. Four experimental groups were compared: Control
(no melatonin), melatonin during maturation (IVM + MIt), during culture (IVC + MIt), or in
both (IVM/IVC + Mlt). Melatonin significantly improved blastocyst rates on Day 7, accelerated
developmental kinetics, reduced ROS and intracellular lipid levels, and increased mitochondrial
activity, especially in the IVC + MIt group. The relative mRNA abundance indicated the
influence of melatonin on antioxidant genes (SOD1, GSS, CAT) and those related to epigenetic
reprogramming (TET1, TET3, DNMT3A), although no significant changes were observed in
genes related to lipid metabolism. Methylation analyses revealed a more pronounced
hypomethylation pattern in repetitive regions in the melatonin-treated groups. Despite the
improvements in embryo quality, cryotolerance was not significantly affected. It is concluded
that melatonin exerts positive multifactorial effects, being more effective when supplemented

during culture, promoting higher-quality embryos with greater embryonic viability.

Keywords: antioxidant; oxidative stress; embryonic quality; epigenetics.
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1. INTRODUCAO GERAL

A producéo in vitro de embrides (PIVE) é atualmente a técnica mais amplamente utilizada
para a obtencdo de embrides bovinos em larga escala. Seu avango ndo apenas transformou o
panorama tecnoldgico da producdo pecudria, mas também possibilitou o aproveitamento
méaximo do potencial reprodutivo das fémeas, permitindo a multiplicacdo de matrizes
geneticamente superiores e 0 progresso genético acelerado dos rebanhos (Ferré et al., 2020a;
Sjunnesson, 2020; Krisher; Herrick, 2024).

Desde o nascimento, na década de 1980 (Brackett et al., 1982), do primeiro bezerro oriundo
de embrides produzidos totalmente in vitro, a técnica tem passado por constantes
aprimoramentos com o objetivo de aumentar a qualidade embrionéria e as taxas de prenhez
(Ferré et al., 2020a; Sjunnesson, 2020; Krisher; Herrick, 2024). No entanto, apesar dos avancos,
sua eficiéncia ainda é limitada por taxas moderadas de formacéao de blastocistos (30-40%) (De
Oliveira Leme et al., 2025; Harl et al., 2025; Nicolas et al., 2025; Zhang et al., 2025b), bem
como por desafios relacionados a criopreservacao e as perdas gestacionais, o que reforca a

necessidade de melhorias continuas nos protocolos e nas condi¢des de cultivo (Viana, 2024a).

Entre os fatores que comprometem a eficacia da PIVE, destacam-se aspectos intrinsecos ao
cultivo in vitro, como a composicdo dos meios, temperatura, tensdo de oxigénio e atmosfera
gasosa, 0s quais influenciam diretamente o desenvolvimento embrionario. Um dos principais
desafios € o estresse oxidativo, resultado da baixa eficiéncia dos sistemas enddgenos de defesa
antioxidante, da escassez de moléculas neutralizadoras de espécies reativas de oxigénio (EROs)
nos meios utilizados, e do excesso de radicais livres induzido por fatores externos, como
exposicdo a luz, manipulacdo frequente e variagdes fisico-quimicas do ambiente de cultivo
(Deluao et al., 2022; Salek et al., 2025).
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Diante desse cenério, a suplementacdo com antioxidantes tem sido amplamente investigada
como estratégia para minimizar os danos provocados pelas EROs. Espécies como o anion
superoxido (O27), peroxido de hidrogénio (H20:) e radical hidroxila (OH") sdo altamente
reativas e comprometem estruturas essenciais das células, como lipidios, proteinas e acidos
nucleicos, afetando a integridade das membranas. Esses danos elevam os niveis de apoptose e
provocam atrasos ou falhas no desenvolvimento embrionario inicial, impactando diretamente a
qualidade dos embrides gerados in vitro (Kitagawa et al., 2004; Agarwal et al., 2008, 2012;
Keane; Ealy, 2024).

Diante da relevancia do controle do estresse oxidativo na PIVE, diversos estudos tém
investigado a suplementacdo de antioxidantes nos meios de maturagdo ovocitaria e de cultivo
embrionario. Compostos como cisteamina (Sovernigo et al., 2017), &cido ascorbico (Guimardes
et al., 2016), glutationa (De Matos et al., 2002), ITS e &cido félico (insulina transferrina e
selénio) tém sido utilizados com o objetivo de minimizar o estresse oxidativo e melhorar os

indices de desenvolvimento embrionério (Dos Santos Mendonca-Soares et al., 2022).

Dentre os antioxidantes utilizados na PIVE, a melatonina tem se destacado por sua eficacia
na mitigacdo do estresse oxidativo. Sua estrutura anfifilica permite a facil penetracdo nas
células, atingindo compartimentos intracelulares como mitocdndrias e nucleos, onde exerce
potente acdo antioxidante (Barrett; Bolborea, 2012; Cruz et al., 2014; Wang et al., 2014b). A
suplementacdo com melatonina nos meios de maturacéo ovocitaria (Yang et al., 2017; Marques
et al., 2018) e cultivo embrionario (Wang et al., 2014b; Komninou et al., 2016) tem sido
associada a melhorias na qualidade embrionaria, com aumento das taxas de clivagem e
formacdo de blastocistos (Komninou et al., 2016). Esses efeitos positivos estdo diretamente
relacionados a sua capacidade de neutralizar diferentes EROs, reduzir o estresse oxidativo e a
apoptose celular, contribuindo para criar um ambiente estavel para o desenvolvimento
embrionario (Ahmadi; Ashrafizadeh, 2020).

Além de sua reconhecida acdo antioxidante, a melatonina tem sido associada a regulacao do
metabolismo lipidico (Jin et al., 2017, 2022) e de mecanismos epigenéticos (Korkmaz; Reiter,
2008; Linowiecka et al., 2023), principalmente em modelos murinos e suinos. Estudos também
indicam que essa molécula pode influenciar a expressdo de genes relacionados a resposta
antioxidante e a apoptose (Barrett; Bolborea, 2012; Wang et al., 2014b; Mehaisen et al., 2015;
Liang et al., 2017; Marques et al., 2018). No entanto, em bovinos, os efeitos da melatonina

sobre o conteddo lipidico dos embrides e seus desdobramentos na qualidade e criotoleréncia
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embrionaria ainda sdo pouco compreendidos. Da mesma forma, sua atuacdo influéncia em
mecanismos epigenétios, particularmente no que se refere & metilacdo do DNA, permanece
pouco explorada na espécie, apesar da importancia desses mecanismos na regulacdo do

desenvolvimento e na viabilidade embrionaria.

Além disso, embora os efeitos benéficos da melatonina durante etapas isoladas da PIVE,
como a MIV ou CIV, estejam bem documentados, ainda ndo se sabe se sua suplementacéo
continua ao longo de todo o processo, desde a MIV até a CIV, poderia potencializar esses

efeitos.

Diante dessas lacunas, uma investigacdo mais aprofundada é essencial para elucidar os
mecanismos de acdo da melatonina e definir a estratégia de suplementacdo mais eficaz para

aprimorar os resultados da PIVE bovina.

Assim, este estudo tem como objetivo investigar se a suplementacdo continua durante todo
0 processo de PIVE é mais eficaz do que sua aplicacdo pontual em etapas isoladas e, avaliar 0s
efeitos da melatonina sobre o desenvolvimento e qualidade embrionéria, o metabolismo lipidico

e 0S mecanismos epigenéticos em embrides bovinos produzidos in vitro.

1.1.  Objetivos
1.1.1. Objetivo geral

Avaliar o efeito da suplementacdo da melatonina nos meios de maturagédo e/ou no meio de

cultivo in vitro na quantidade e qualidade de embri6es bovinos produzidos in vitro.

1.1.2. Objetivos Especificos

a) Awvaliar se a suplementacdo de melatonina na maturacao e/ou no cultivo afeta a producéo
e a cinética de desenvolvimento de embries produzidos in vitro;

b) Awvaliar o efeito da suplementagdo de melatonina na maturagdo e/ou no cultivo nos
niveis de EROs, quantidade de goticulas lipidicas, atividade mitocondrial e nimero total de
células de blastocistos bovinos produzidos in vitro;

c) Avaliar o efeito da melatonina nos niveis de transcritos de genes relacionados a estresse
oxidativo (SOD1, Catalase e GSS), metabolismo lipidico (CPT1A, PLIN2 e PPRAY) e niveis
de metilacao do DNA (DNMT3A, DNMT3B, TETL1, TET2 e TET 3) em embrides bovinos



21

produzidos in vitro. Além disso, analisar os niveis de metilacdo do DNA das regifes Satellite |
e LINE-1,
d) Avaliar a suplementacdo da melatonina na maturacéo e/ou no cultivo, na criotolerancia

de blastocistos bovinos produzidos in vitro.

1.2.Hipdtese

A suplementacdo com melatonina ao longo de todo o processo da PIVE aumenta a producéo
e a qualidade do embrido bovino de forma mais eficaz do que a suplementacdo durante a MIV

ou CIV isoladamente.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1.  Producdo in vitro de embrides bovinos

A producdo in vitro de embriGes é uma biotécnica amplamente utilizada na reproducéo
assistida de animais de interesse zootécnico, especialmente em bovinos. Essa técnica permite a
multiplicacdo de animais geneticamente superiores, otimizando o aproveitamento do potencial
reprodutivo das fémeas doadoras. A PIVE envolve trés etapas principais: MIV de ovocitos
imaturos, fecundacéo in vitro (FIV) e CIV dos embrides até o estagio de blastocisto, que pode
entdo ser transferido para receptoras ou criopreservado (Sjunnesson, 2020; Ferré et al., 2020a;
Krisher; Herrick, 2024).

Na década de 1950, avancos significativos nos procedimentos de fecundagdo in vitro
resultaram no nascimento do primeiro coelho gerado por essa técnica, um importante marco na
biotecnologia reprodutiva (Austin, 1951). Contudo, foi apenas na década de 1980, com o
nascimento do primeiro bezerro saudavel produzido por essa biotécnica, que a PIVE em
bovinos comecou a se consolidar (Brackett et al., 1982). No Brasil, a técnica se firmou nos anos
2000, tornando-se uma préatica viavel em ambiente laboratorial e passando a contribuir de forma

expressiva para programas de reproducao assistida em larga escala (Viana et al., 2012).

Atualmente, o Brasil é o segundo maior produtor mundial de embribes bovinos, atras apenas
dos Estados Unidos, que lideram o mercado global. Dados recentes indicam que, em 2023, o
Brasil produziu mais de 473 mil embrides, com destaque para sua expressiva participacdo na
producdo mundial, especialmente na PIVE (Viana, 2024a). Apesar dos significativos
progressos, a eficiéncia da PIVE ainda apresenta algumas limitagfes, incluindo taxas
moderadas de producao de blastocistos, em torno de 30% a 40% (De Oliveira Leme et al., 2025;

Harl et al., 2025; Nicolas et al., 2025; Zhang et al., 2025b), consequentemente, 0s embrides
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PIVE, devido a sua menor qualidade, apresentam menor capacidade de desenvolvimento
posterior (Holm; Callesen, 1998; Keane; Ealy, 2024; Salek et al., 2025).

Além disso, as taxas de prenhez apds a transferéncia de embrides produzidos in vitro séo
inferiores as obtidas com embrides produzidos in vivo, apresentando uma reducdo de
aproximadamente 25%. Os embrides in vitro também estdo associados a maiores taxas de perda
gestacional, principalmente durante as fases iniciais da gestagédo (Ealy; Wooldridge; McCoski,
2019).

A maior parte dos embrides PIVE eram transferidos ainda frescos, enquanto os embrides
produzidos in vivo continuavam sendo a principal escolha para congelamento e exportacéo
(Krisher; Herrick, 2024). Essa limitacdo técnica refletia diretamente nos indices de prenhez,
que eram consistentemente superiores com 0 uso de embrides in vivo congelados em

comparacao aos produzidos in vitro (Holm; Callesen, 1998).

Entretanto, avancos recentes nos protocolos de CIV e nas técnicas de criopreservacao,
incluindo vitrificagdo e congelamento lento, vém gradualmente melhorando a viabilidade dos
embrides in vitro apos o descongelamento. Como resultado, a proporcdo de embrides in vitro
congelados transferidos aumentou significativamente na Gltima década, refletindo maior
confianca na sua sobrevivéncia pos-descongelamento e em seus resultados reprodutivos (Ferré
et al., 2020b).

As taxas de prenhez apds a transferéncia de embribes produzidos in vitro criopreservados
ainda variam de acordo com o método de preservacdo utilizado. Em um estudo que comparou
embribes PIVE transferidos frescos, vitrificados e congelados para transferéncia direta (DT),
observou-se que o0s embrides vitrificados apresentaram a menor taxa de prenhez
(35,89+3,87%), seguida pelos embrides congelados DT (40,19+4,65%), enquanto os
embrides transferidos a fresco apresentaram as maiores taxas (51,35 +1,87%) (Sanches et al.,

2016).

Ao contrario dos embrides produzidos in vivo, que se desenvolvem em um microambiente
materno altamente regulado e rico em fatores troficos e antioxidantes naturais, os embrides in
vitro enfrentam condicGes artificiais que dificultam o desenvolvimento embrionéario ideal. A
composic¢do limitada dos meios de cultivo, a maior exposicao a espécies reativas de oxigénio e

as variagdes nos parametros fisico-quimicos do sistema de cultivo comprometem processos
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fundamentais como a divisdo celular, compactacdo e diferenciagdo embrionaria. Como
consequéncia, os embrides in vitro geralmente apresentam alteracbes morfologicas, maior
acumulo lipidico, menos transcritos de genes associados ao desenvolvimento e menor
tolerancia a criopreservacdo, o que se traduz em menores taxas de implantacdo e gestacédo
(Holm; Callesen, 1998; Rizos et al., 2002).

Com o intuito de superar essas limitacOes, a biotécnica vem sendo constantemente
aprimorada por meio da introducéo de novos protocolos, do uso de suplementos antioxidantes,
do controle refinado do microambiente embrionario e da aplicacdo de ferramentas moleculares,
buscando-se aumentar a qualidade embrionéaria e, consequentemente, melhorar os indices de

prenhez (Sjunnesson, 2020).

2.2.  Fatores que afetam a producéo in vitro de embrides bovinos

A PIVE pode ser influenciada por uma série de fatores biol6gicos e ambientais que afetam
0 desenvolvimento embrionério durante o cultivo, tanto por condigdes intrinsecas quanto
extrinsecas. Diversos elementos impactam a eficiéncia da técnica, incluindo qualidade de
ovocitos e as condi¢bes ambientais, como temperatura, pH, osmolaridade, atmosfera gasosa e

composicao dos meios de cultivo (Mo et al., 2023; Salek et al., 2025).
2.2.1. Qualidade dos ovécitos

O principal determinante do sucesso da PIVE é qualidade dos gametas, principalmente a
qgualidade dos ovocitos. Ovocitos imaturos com baixa competéncia, assim como
espermatozoides com baixa motilidade ou integridade de DNA comprometida, reduzem a
capacidade de desenvolvimento embrionario (Roelen, 2020; Bollwein; Malama, 2023; Mo et
al., 2023).

Na PIVE bovina, a maioria dos ovocitos é retirada precocemente de foliculos imaturos, o
que torna essencial a MIV para que eles terminem seu desenvolvimento para atingirem a
qualidade e competéncia ovocitaria necessaria para serem fecundados posteriormente. A
maturagdo nuclear é avaliada pela presenca do primeiro corpusculo polar e indica a transicao a
metafase Il (MII), com taxas que variam entre 70-85% ap0s cerca de 18-22 h de MIV. Por
outro lado, a maturacdo citoplasmatica envolve redistribuicdo de organelas, acumulo de

RNAs/proteinas maternas e preparo bioquimico para fecundacdo e desenvolvimento
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embrionario, fatores esses ndo visiveis microscopicamente e avaliados indiretamente pela taxa
de formagao de blastocisto. Embora a maturacgéo nuclear ocorra em cerca de 70-85% dos casos,
apenas 30-40% dos ovdcitos completam a maturacdo citoplasmatica de forma eficaz, refletida
na propor¢do de ovdcitos que atingem o estagio de blastocisto (Pujol; Lopez-Béjar; Paramio,
2004; Koyama et al., 2014).

A competéncia ovocitaria para o desenvolvimento embrionario depende de diversos fatores,
incluindo o tamanho do foliculo, a morfologia do complexo cumulus-ovdcito (CCOs), a idade
da doadora e o ambiente folicular, o qual esta diretamente relacionado ao estado metabdlico e

hormonal do animal (Caixeta et al., 2009; Pontelo et al., 2021).

Os ovdcitos provenientes de foliculos bovinos com didmetro entre 3 e 8 mm séo
rotineiramente utilizados para a PIVE, pois nesse estagio o ovocito ja completou o seu
crescimento, acumulando a maioria das reservas citoplasmaticas necessarias. Foliculos menores
gue 3 mm contém ovdcitos imaturos, com menor capacidade de maturacao e desenvolvimento,
resultando em taxas inferiores de sucesso na producdo de embrides. Por outro lado, foliculos
maiores que 8 mm contem ovocitos com maior competéncia (Karami Shabankareh et al., 2015),
mas também podem conter ovécitos em processo de atresia ou degeneracao, 0 que compromete
a qualidade do ovdcito e reduz sua. Esses resultados indicam que, embora o tamanho do foliculo
influencie a qualidade ovocitaria, ele ndo € o Unico fator determinante da competéncia para o

desenvolvimento.

A qualidade morfologica dos ovocitos bovinos é geralmente classificada em graus que véo
de 1 a 4, baseando-se na aparéncia dos CCOs, no que se refere a quantidade e coloracdo das
células de cumulus e no aspecto do citoplasma. Ovdcitos de grau 1 apresentam multiplas
camadas compactas de células do cumulus (mais de trés), com citoplasma homogéneo e
granulacGes finas, sendo considerados os mais competentes para a producdo in vitro de
embrides, com maior capacidade de maturacdo, fecundacgéo e desenvolvimento até blastocisto.
Ovacitos de grau 2 tém células do cumulus compactas, porém com menos camadas e citoplasma
com pequenas areas irregulares, apresentando competéncia intermediaria. Os de grau 3
apresentam citoplasma heterogéneo ou vacuolizado, com células do cumulus menos compactas
e areas desnudas, mostrando menor potencial de desenvolvimento. J& os ovdcitos de grau 4
possuem citoplasma heterogeneamente pigmentado, com células do cumulus ausente ou
expandidas, sendo 0s menos competentes e com baixa chance de desenvolvimento embrionario.

Essa classificacdo € amplamente usada para selecdo de ovocitos em programas de pesquisa,
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pois correlaciona-se diretamente com o sucesso na obtencéo de embrides viaveis (Pujol; Lopez-
Béjar; Paramio, 2004; Caixeta; Dode, 2010; Wrenzycki; Stinshoff, 2013; Pontelo et al., 2021).

A idade da doadora também é um fator que influencia a competéncia dos ovdcitos, sendo
que animais muito jovens ou mais velhos tendem a apresentar ovdcitos com menor potencial
de desenvolvimento em comparagdo com fémeas em idade reprodutiva ideal. Varios estudos
tém mostrado consistentemente que, embora um grande nimero de CCOs possa ser recuperado
de animais pré-plberes, em torno de 35-90% de recuperacdo em ruminantes, dependendo da
estimulacdo ovariana e da espécie (Baldassarre, 2021), as taxas de desenvolvimento
embrionario sdo baixas em varias espécies incluindo bovinos (Armstrong; Kotaras; Earl, 1997;
Baldassarre; Bordignon, 2018; Baldassarre, 2021), ovinos (Armstrong; Kotaras; Earl, 1997) e
bubalinos (Baldassarre; Bordignon, 2018).

Esses resultados evidenciam que ovocitos de animais pré-puberes tém uma competéncia para
0 desenvolvimento reduzida em comparacdo com ovocitos de animais adultos. Maturagéo
incompleta ou atrasadas (Taneja et al., 2000), aquisicdo da competéncia para o desenvolvimento
compromissada (Duby et al., 1996), alteracé@o no perfil de metilacdo do DNA (Bernal-Ulloa et
al., 2016; Fang et al., 2016) reducdo nos niveis de varios genes, regulacdo do metabolismo de
lipidios e glucose afetado (Soto-Heras; Paramio, 2020) e, maior sensibilidade ao estresse
(Gutiérrez-Afez et al., 2021), sdo algumas das causa envolvidas na reducdo da capacidade de
desenvolvimento in vitro desse ovécitos (Duby et al., 1996; Currin; Baldassarre; Bordignon,
2021).

O envelhecimento materno, por sua vez, também afeta profundamente a qualidade dos
ovocitos bovinos. Estudos indicam que, em animais mais velhos, as taxas de producdo
embrionaria podem ser aproximadamente 50% inferiores em comparagdo com fémeas mais
jovens (Magata et al., 2021). Evidéncias crescentes indicam que o envelhecimento materno esta
associado ao aumento dos danos causados pelo estresse oxidativo, comprometimento dos
sistemas de defesa antioxidante e alteracdes na sinalizacdo bidirecional entre o ovdcito e as
células do cumulo (Smits et al., 2023). Essas alteracfes principalmente relacionadas a reducéo
da funcdo e do numero de mitocondrias, comprometem a competéncia do ovoécito para o
desenvolvimento embrionario saudavel (Iwata, 2016).

Diversos estudos sugerem que ovécitos maturados in vivo apresentam maior competéncia de
desenvolvimento do que aqueles maturados in vitro. Evidéncias que sustentam essa maior
competéncia ap6s a maturacao in vivo incluem maiores taxas de blastocisto (Rizos et al., 2002;

Spricigo et al., 2016) e melhor a cinética de desenvolvimento dos embriGes (Egashira et al.,
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2019). Esses resultados indicam que o ambiente folicular apos o pico de horménio luteinizante
(LH), é essencial para aquisi¢cdo da completa competéncia de desenvolvimento dos ovécitos
bovinos. De fato, ovocitos maturados in vivo diferem significativamente daqueles maturados in
vitro em diversos aspectos relacionados a competéncia de desenvolvimento. Estudos
demonstram diferencas nos estoques de mMRNA (Katz-Jaffe et al., 2009), na distribuicdo dos
granulos corticais (Egashira et al., 2019), no contetdo de ATP (Somfai et al., 2011) e na
quantidade de lipidios (Faria et al., 2021). Para a maturacéo in vivo e obtencdo de ovdcitos para
a PIVE, os animais recebem vérias aplicacdes de horménio foliculo estimulante (FSH) o que
proporcionar um ambiente adequado para a aquisicdo da competéncia e, posteriormente uma
administragdo de LH, para induzir a ovulagdo (Spricigo et al., 2016).

Dessa forma, com o objetivo de melhorar a competéncia de desenvolvimento dos ovocitos,
a administracdo de FSH antes da Ovum Pick-Up (OPU) (pré-tratamento com FSH) tem sido
amplamente investigada ( Sugimura et al., 2012; Spricigo et al., 2016). Esse protocolo também
foi testado em animais pré-puberes, e a estimulacdo com FSH por um periodo igual ou superior
a 72 horas resultou em um aumento significativo na populacdo de foliculos, além de melhorar
a taxa de blastocisto (Currin et al., 2017). Nessa linha, uma das alternativas propostas € o
coasting, que consiste na administracdo de dose reduzidas de FSH seguida por um periodo de
privacdo hormonal antes da aspiracgdo folicular. Esse intervalo permite a maturagéo final dos
foliculos dominantes, enquanto foliculos menores entram em regresséo, resultando em ovécitos
com maior maturacao citoplasmatica e maior potencial de desenvolvimento. Assim, o coasting
ajuda a equilibrar a quantidade e a qualidade dos ovécitos recuperados, reduzindo os impactos
negativos da superestimulacdo no animal (Fernandes et al., 2020; Zhang; Luo, 2025). Em
bovinos, a aplicacdo dessa técnica com um periodo de privacao de 48 horas apds a Ultima dose
de FSH resultou em um aumento significativo tanto no nimero de foliculos recrutados quanto
na taxa de blastocistos, que atingiu 80 +9% no oitavo dia de cultivo in vitro (Blondin et al.,
2002).

Além dos fatores citados acima, a qualidade dos ovdcitos é altamente sensivel a fatores
ambientais como o estresse térmico e a demanda nutricional da doadora de ovocitos. O estresse
térmico, especialmente em regibes tropicais, compromete a dindmica folicular ao aumentar a
producdo de EROs, induzir apoptose em células da granulosa e alterar a abundancia relativa de
MRNA envolvida na maturagdo ovocitaria (Alemu et al., 2018; Khan et al., 2020). Como
consequéncia, hd uma reducéo na taxa de crescimento folicular, menor qualidade do citoplasma

e comprometimento da competéncia de desenvolvimento embrionério. Os resultados mostram
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que a exposicdo ao calor intenso, especialmente 30 a 60 dias antes da aspiragéo folicular, reduz
significativamente o nimero de ovdcitos vidveis e a producdo de embrides de alta qualidade
(grau ) (Torres-Janior et al., 2008).

Do ponto de vista nutricional, dietas deficientes em antioxidantes como vitaminas A, E, C e
minerais como selénio e zinco reduzem a capacidade do ovocito de neutralizar o estresse
oxidativo, afetando sua viabilidade. Além disso, desequilibrios energéticos, tanto negativos
quanto positivos, podem interferir na secrecdo de hormonios reprodutivos e comprometer a
composicao do fluido folicular, impactando negativamente a maturacdo e o desenvolvimento
do ovdcito (Kendrick et al., 1999). Assim, tanto o estresse térmico quanto falhas no manejo
nutricional reduzem significativamente a competéncia ovocitaria e, consequentemente, 0s
resultados da producdo in vitro de embrides (Feng et al., 2024). Em um estudo, novilhas que
receberam a dieta com maior aporte energético (NP2) apresentaram 49% mais ovécitos
recuperados e 42% mais ovocitos viaveis por sessdo de aspiracdao folicular por OPU em
comparacédo ao grupo controle (NP1). Embora ndo tenha havido diferenca significativa na taxa
de clivagem entre os grupos, a taxa de blastocistos no dia 7 (D7) foi maior no grupo NP2
(29,7%) em relacdo ao NP1 (24,4%), embora ainda inferior ao grupo controle com ovacitos de
vacas adultas (36,3%) (De Toledo et al., 2023).

2.2.2. Ambiente e condigdes de cultivo

Apesar da qualidade dos ovdcitos ser fundamental, o ambiente artificial de cultivo representa
um dos maiores desafios para a PIVE. O cultivo in vitro expde os embrides a condi¢bes que
diferem significativamente do ambiente fisiologico, como maior concentracdo de oxigénio,
variacOes de temperatura, exposicdo a luz e composicdo dos meios, fatores que podem
prejudicar o desenvolvimento, aumentar a apoptose e comprometer a qualidade final dos
embrides (Mo et al., 2023; Salek et al., 2025).

A tensdo de oxigénio durante o processo in vitro é geralmente maior do que a encontrada no
trato reprodutivo, o que pode levar a geragdo excessiva de EROs. Além disso, a exposicdo a luz
durante os procedimentos laboratoriais também pode induzir danos oxidativos aos gametas.
Esses fatores, somados a composi¢do dos meios de cultivo, que muitas vezes ndo atendem
completamente as necessidades metabolicas do embrido, resultam em estresse oxidativo
(Agarwal et al., 2008, 2012).
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A reducdo da tensdo de oxigénio durante a PIVE tem demonstrado efeitos positivos no
desenvolvimento embriondrio. Estudos mostram que a maturagdo em 5% de O, comparada a
condicdo atmosférica de 20% de O, aumenta as taxas de clivagem e blastocisto, além de
melhorar a qualidade embrionéria, especialmente quando combinada com meio livre de soro
(Pereira et al., 2010). Outros autores também observaram que essa baixa condicdo atmosférica
favorece a abundéancia relativa de mRNA de genes relacionados a fungdo mitocondrial e defesa
antioxidante, enquanto a alta oxigenacgéo ativa vias de estresse oxidativo e apoptose (De Lima
et al., 2024). De forma complementar, a baixa oxigenacdo em todas as etapas da PIVE melhora
ndo apenas o rendimento embrionario, mas também a qualidade celular, a expressdo de genes
antioxidantes e a criotolerdncia dos embrides, reforcando que esse ambiente mais préximo do

fisiologico é essencial para resultados superiores (Béez et al., 2024).

Além da tensdo de oxigénio, outros fatores relacionados ao meio de cultivo influenciam
significativamente a eficiéncia da PIVE. Estudos recentes demonstraram que é possivel reduzir
substancialmente os componentes do fluido do oviduto sintético (SOF) sem comprometer o
desenvolvimento embrionério. A reducdo de 75% dos nutrientes no meio (SOF25), quando
comparada a formulacdo padrdo (SOF100), ndo afetou as taxas de clivagem, formacdo de
blastocistos, padrdo de metilagdo dos embribes, taxa de prenhez, perdas gestacionais entre 0s
dias 30 e 60, nem a taxa de nascimento (De Oliveira Leme et al., 2025). Esses achados sugerem
gue a composicdo do meio pode ser simplificada sem comprometer o desenvolvimento
embrionario, indicando que 0s meios convencionais podem conter nutrientes em excesso. No
entanto, a fonte proteica, especialmente no cultivo embrionério, tem impacto significativo sobre
a eficiéncia da PIVE. Diversos estudos indicam que a remocéo do soro fetal bovino (SFB) do
meio de cultivo aumenta significativamente as taxas de blastocisto, afeta a qualidade
embrionaria, o metabolismo, a abundancia relativa de mRNA e a criotolerancia (Del Collado et
al., 2016; Soto-Moreno et al., 2021; Arias et al., 2022; Kussano; Leme; Dode, 2023). Entretanto,
é importante destacar que, embora o0 SFB contribua para o0 aumento das taxas de produgéo, sua
presenca estd associada a efeitos indesejaveis, e sua remocdo tem sido relacionada & melhora
na qualidade dos embrides produzidos (Mun et al., 2017; Sena-Netto et al., 2020; Cuellar et al.,
2025).

As condicOes de temperatura e 0 estresse térmico, também exercem influéncia critica sobre
a qualidade embrionaria como amplamente demonstrado na literatura (Hansen, 2019; Naranjo-

Gomez et al., 2021). Evidéncias recentes mostram que 0 estresse térmico durante a MIV (41 °C)
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ndo impactou diretamente a maturacdo dos ovdcitos, mas embrides derivados desses ovocitos
apresentaram alteracGes importantes no perfil bioenergético mitocondrial, aumento nos niveis
de EROs e sinais de estresse no reticulo endoplasmatico (Held-Hoelker et al., 2025). O impacto
do calor sobre os embrides também é bem estabelecido: os estagios iniciais, como o de zigoto
e 2 células, sdo particularmente sensiveis, com significativa reducdo nas taxas de blastocisto.
Nesses casos, os efeitos incluem danos estruturais, aumento na geracdo de EROs e
fragmentacdo do DNA. Por outro lado, embribes mais avancados, como os em estdgio de
blastocisto, desenvolvem maior resisténcia ao estresse térmico devido ao acumulo de
antioxidantes, como a glutationa reduzida (GSH) e a expressdo de proteinas de choque térmico,
como a HSP70 (Naranjo-Gomez et al., 2021). Dessa forma, otimizar os meios e as condigdes
de cultivo, com ajustes na composicao nutricional, fonte proteica, tensdo de oxigénio e controle
térmico, é fundamental para maximizar a competéncia dos ovocitos e a qualidade dos
blastocistos produzidos. A adicdo de aminoacidos, vitaminas, fatores de crescimento,
macromoléculas e antioxidantes sdo estratégias promissoras para esse fim ( Nagai, 2001; Ferré
et al., 2020b; Krisher; Herrick, 2024).

2.3.  Estresse oxidativo

O estresse oxidativo resulta do desequilibrio na producdo de EROs, seja por aumento na
producdo dessas espécies ou por deficiéncias nas defesas naturais do sistema in vitro que nao
conseguem neutraliza-las adequadamente. Isso destaca a importancia de utilizar antioxidantes
nos meios de cultivo da PIVE. Nesse contexto, o estresse oxidativo pode ter efeitos prejudiciais
sobre as células, reduzindo a eficiéncia da maturagdo devido a alteragdes e mortes celulares, o
gue compromete o desenvolvimento embrionario e leva a taxas reduzidas de producdo de

blastocistos (Ferreira; Matsubara, 1997; Agarwal; Gupta; Sharma, 2005; Agarwal et al., 2008).
2.3.1. Producéo de espécies reativas de oxigénio

Os radicais livres, ou EROs, sdo moléculas geradas naturalmente pelo metabolismo celular
e desempenham papéis importantes na transducdo de sinais intracelulares, controle do ciclo
celular, diferenciacdo e apoptose (Sies, 2017). A producdo de EROs, tanto in vitro quanto in
vivo, esta relacionada as condigdes ambientais as quais 0s ovocitos e embrides sdo expostos
(Agarwal; Gupta; Sharma, 2005; Agarwal et al., 2008).
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As EROs sdo eletronicamente instaveis e reativas com diversos compostos proximos,
podendo gerar diferentes consequéncias dependendo de sua interacdo com agentes oxidantes
ou redutores. A mitocondria € o principal local de producéo de EROs, por meio da respiragdo
celular que envolve o oxigénio (O2). A alta reatividade do O, devido a sua configuragdo
eletronica, faz com que ele seja um dos principais geradores de radicais livres, como o radical
superoxido (O2), o perdxido de hidrogénio (H202) e o radical hidroxila (OH?) como
representadas na Figura 1. Esse processo ocorre durante 0 metabolismo aerdébico, onde o Oy,
destinado a esse processo, interage com outras moléculas da cadeia transportadora de elétrons,
tanto nos processos mitocondriais quanto no reticulo endoplasmatico, formando radicais livres
como a hidroxila. O radical peréxido de hidrogénio e o radical superéxido também possuem
natureza citotoxica, pois grande parte deles é convertido em radical hidroxila (Agarwal; Gupta;
Sharma, 2005; Agarwal et al., 2008).

As EROs participam de diversos processos fisioldégicos, como sinalizacdo celular,
regeneracdo tecidual, foliculogénese, esteroidogénese ovariana, maturacdo ovocitaria,
ovulacdo, formacdo e funcionamento dos corpos luteos, lutedlise, desenvolvimento
embrionario, implantacdo embrionaria, manutencdo da gestacdo e inicio do parto. No entanto,
quando produzidos em excesso, podem causar alteracbes e morte celular (Agarwal; Gupta;
Sharma, 2005; Agarwal et al., 2008, 2012).

0000 O

HIDROXILA OH PEROXIDO DE SUPEROXIDO Oy
HIDROGENIO H;0,

Figura 1. Imagens ilustrativa das espécies reativas de oxigénio mais comuns presentes no meio bioldgico,
Hidroxila (OH"), Perdxido de Hidrogénio (H20>) e Superoxido (O2).

2.3.2. Efeito das espécies reativas de oxigénio

Em nivel molecular, as EROs promovem a oxidacdo de lipidios, proteinas e DNA. A
peroxidacao lipidica leva a formacao de compostos téxicos como o malondialdeido (MDA) e o
4-hidroxinonenal (4-HNE), que afetam a fluidez e integridade de membranas celulares e

organelas, como mitocondrias e reticulo endoplasméatico. Aminoéacidos sulfurados, como
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cisteina e metionina, séo oxidados, resultando em carbonilacéo, agregacao e perda funcional de
proteinas. No DNA, radicais hidroxila induzem quebras de fita e oxidacdo de bases, como a
formagéo de 8-oxo-guanina, que pode provocar mutagOes e ativar mecanismos de apoptose,
especialmente no DNA mitocondrial. Esses danos oxidativos também afetam processos
epigenéticos, interferindo na metilagio do DNA e na modificacdo de histonas, o que
compromete a abundancia relativa de mRNA durante o desenvolvimento embrionario e pode
ter efeitos duradouros sobre o fenétipo pos-natal (Ferreira; Matsubara, 1997; Agarwal; Gupta;
Sharma, 2005; Agarwal et al., 2008, 2012; Sies, 2017; Deluao et al., 2022).

Em nivel celular, a presenca excessiva de EROs altera profundamente a fisiologia e a
estrutura das células. Um dos primeiros alvos do estresse oxidativo é a membrana plasmatica,
cuja integridade é comprometida pela oxidacdo dos fosfolipidios que a compdem. Isso leva a
perda de seletividade da membrana, dificultando o controle do ambiente intracelular e
permitindo assim a entrada descontrolada de ions e outras moléculas, prejudicando o equilibrio
osmatico e a homeostase da célula (Ferreira; Matsubara, 1997; Agarwal; Gupta; Sharma, 2005;
Agarwal et al., 2008, 2012; Sies, 2017; Deluao et al., 2022).

Outro efeito importante das EROs ocorre sobre as mitocondrias, que além de serem uma das
principais fontes de EROs, também sdo altamente sensiveis ao seu acumulo. Em situacdes de
estresse oxidativo, a membrana mitocondrial sofre despolarizacdo, comprometendo a producéo
de ATP. A célula entra entdo em déficit energético, o que afeta processos fundamentais como
o transporte ativo, contracdo do citoesqueleto e divisdo celular. Em células reprodutivas, como
ovécitos e embriBes, esse comprometimento mitocondrial esta diretamente associado a perda
de competéncia dos gametas para o desenvolvimento embrionario seguinte (Ferreira;
Matsubara, 1997; Agarwal; Gupta; Sharma, 2005; Agarwal et al., 2008, 2012; Sies, 2017,
Deluao et al., 2022).

A exposicdo prolongada a altos niveis de EROs pode ainda desencadear mecanismos
celulares de autodegradacao, como a autofagia ou, em casos mais graves, a apoptose. A célula
percebe o dano como irreversivel e ativa rotas de morte programada como forma de evitar a
propagacdo de danos para células vizinhas. Isso leva a fragmentagdo celular, formagéo de
corpos apoptoticos e perda funcional do tecido. Em sistemas de cultivo in vitro, o estresse
oxidativo pode comprometer a morfologia e a viabilidade embrionéaria, resultando em

blastbmeros fragmentados, vacuolizacdo excessiva e falhas no processo de compactacédo
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(Ferreira; Matsubara, 1997; Agarwal; Gupta; Sharma, 2005; Agarwal et al., 2008, 2012; Sies,
2017; Deluao et al., 2022).

Por fim, as EROs comprometem a comunicacéo entre células, principalmente em estruturas
que dependem de conexdes gap-junctions, como as celulas do cumulus ao redor do ovécito. O
acumulo de EROs pode causar desorganizacdo dessas conexdes e interromper o fluxo de
nutrientes e sinais regulatérios, o que prejudica o suporte ao ovocito em maturagdo ou ao
embrido em desenvolvimento inicial. Dessa forma, mesmo sem causar morte celular imediata,
as EROs podem deteriorar funcBes essenciais para o sucesso (Ferreira; Matsubara, 1997;
Agarwal; Gupta; Sharma, 2005; Agarwal et al., 2008, 2012; Sies, 2017; Deluao et al., 2022).

2.4.  Alternativas para minimizar o estresse oxidativo

Para reduzir a producdo de EROs e, consequentemente, o estresse oxidativo, as células
contam com sistemas antioxidantes naturais. No entanto, em condic@es in vitro, estratégias
externas como o controle da tensdo de oxigénio durante o cultivo embrionario e a adigdo de
antioxidantes aos meios tém sido amplamente utilizadas para mitigar esses efeitos e preservar

a qualidade embrionéria ( Kitagawa et al., 2004; Ferré et al., 2020b).

2.4.1. Atmosfera gasosa

Altas concentracfes de Oz elevam a producdo de EROs, provocando peroxidagéo lipidica,
danos ao DNA e apoptose, 0 que reduz as taxas de clivagem e de blastocisto (Yuan et al., 2003).
Portanto, controlar a tensdo de O: ¢ crucial para preservar o desenvolvimento embrionario in
vitro. Embora a maioria dos laboratorios ainda utilize atmosfera convencional (20 % 0O.), a
utilizagdo de sistemas hipdxicos (5% de O:) tem se tornado cada vez mais comum, por
mimetizarem as condicdes fisiologicas da tuba uterina e do Utero, reduzirem a producdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs), minimizarem o estresse oxidativo e resultando em
embrides de melhor qualidade ( Yuan et al., 2003; Pereira et al., 2010; El-Sanea et al., 2021).

Estudos recentes reforcam os beneficios da baixa tensdo de oxigénio ao longo das diferentes
etapas da PIVE. Baez e colaboradores (2024) demostraram que a manutengdo de 5% de O-
durante todas as fases da PIVE, MIV, FIV e CIV, aumentou significativamente a taxa de
blastocistos (de 32% para 45%), além de melhorar a viabilidade ap0s vitrificagdo. Os
blastocistos cultivados em 5% de O: apresentaram maior numero de células (125 + 10) do que

0s expostos a 20% de O2 (100 £ 8), indicando melhor qualidade embrionaria (Baez et al., 2024).
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Além dos efeitos sobre o desenvolvimento e metabolismo, a tensdo de oxigénio também
impacta o controle epigenético inicial. Foi observado que a maturacdo de ovdcitos em 5% de
O: alterou significativamente os niveis de metilagao global do DNA no pro-nuicleo materno, em
comparagdo ao grupo cultivado em 20% de O.. Esses achados sugerem que a redugao da tensao
de oxigénio ndo apenas melhora os indices produtivos e a qualidade celular dos embrides, mas
também influencia mecanismos epigenéticos importantes para o sucesso da PIVE (Bennemann;
Grothmann; Wrenzycki, 2018).

Mais recentemente, estudos tém investigado a possibilidade de reduzir ainda mais a tenséo
de oxigénio, propondo condicBes de ultra hipoxia (<2% de O). Foi comparado normoxia
(20%), hipoxia (5%) e ultra hipoxia, observando que a maior taxa de blastocistos (38%) foi
obtida sob hipdxia, enquanto a normoxia e a ultra hipdxia resultaram em apenas 13% e 4,6%,
respectivamente. Além disso, os embrides cultivados em hipdxia exibiram mais transcritos de
genes relacionados a glicélise e ao metabolismo lipidico, refletindo um perfil metabdlico mais
proximo ao fisiologico. Esses resultados indicam que, embora a ultra hipdxia seja uma
estratégia emergente, a hipoxia moderada (5% de O-) ainda oferece o melhor equilibrio entre

desenvolvimento embrionario e qualidade celular (Boskovic et al., 2025).
2.4.2. Uso de antioxidantes

Os antioxidantes compreendem uma variedade de compostos, incluindo enzimas,
aminoéacidos, substratos energéticos e compostos fendlicos, e podem ser classificados em duas
categorias principais: enzimaticos e nao enzimaticos. Os antioxidantes enzimaticos, como a
superoxido dismutase (SOD), catalase, glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase,
peroxirredoxinas e NADPH-quinona oxidoredutase, desempenham um papel fundamental no
controle dos niveis de EROs dentro das células. Por outro lado, os antioxidantes ndo
enzimaticos ajudam na protecdo contra danos oxidativos por meio de inibicdo e eliminacdo de

EROs, além de auxiliar na reparagdo de danos causados por oxidacao (Deluao et al., 2022).

Para otimizar a eficacia da PIVE, é essencial selecionar antioxidantes que sejam estaveis,
seguros e com baixa toxicidade para os ovécitos e embrides (Agarwal; Gupta; Sharma, 2005).
Além disso, a suplementacdo com antioxidantes pode melhorar as taxas de sobrevivéncia dos
embrides apds a criopreservacao, especialmente em estagios avangados como blastocistos (BL)
e blastocistos expandidos (BX) ( Madrid Gaviria et al., 2019; Ishii et al., 2024).
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Como os ovocitos e embrides produzidos in vitro ndo possuem mecanismos de defesa tdo
eficientes quanto no ambiente in vivo, os antioxidantes desempenham um papel crucial na
protecéo contra o estresse oxidativo. Entre os antioxidantes frequentemente utilizados estéo a
hipotaurina (Guérin; Guillaud; Ménézo, 1995), glutationa (Magata et al., 2021), cisteamina (De
Matos et al., 2002), ITS (Dos Santos Mendonca-Soares et al., 2022), acido ascérbico (Torres et
al., 2019), melatonina e compostos naturais, que tém mostrado resultados benéficos
consistentes na melhoria da qualidade dos embrides (Kitagawa et al., 2004; Rocha-Frigoni et
al., 2015; Fidelis et al., 2020 ).

A hipotaurina é gerada pela oxidagdo da cisteamina pela radical hidroxila e atua na
neutralizacdo das EROSs, convertendo-se rapidamente em taurina. Além de atuar como
sequestradora de EROs, a hipotaurina tem demonstrado beneficios na melhoria das taxas de
blastocistos em bovinos (Manjunatha et al., 2009). Além disso, observaram que a incluséo de
hipotaurina nos meios de fecundacdo in vitro pode aumentar as taxas de producdo de embrides
bovinos (Guérin; Guillaud; Ménézo, 1995).

A glutationa, um tri-peptideo ndo proteico composto por glutamina, cisteina e glicina, é
encontrada nas células dos mamiferos e desempenha diversas funcdes essenciais. Ela atua como
um reservatorio natural de cisteina, regula a sintese de proteinas, remove compostos toxicos das
células e esta envolvida na producdo de leucotrienos. Além disso, a glutationa participa do
metabolismo do &cido ascorbico, das comunicagdes intercelulares e do transporte intracelular
de cobre. A presenca de glutationa reduzida (GSH) é crucial tanto in vitro quanto in vivo para
o desenvolvimento ovocitario e embrionario, uma vez que ajuda a reduzir os efeitos citotdxicos
das EROs. A glutationa existe principalmente na forma reduzida e na forma oxidada (GSSG),
sendo a forma reduzida a predominante. Seus efeitos durante a maturacdo e cultivo in vitro
diminui os efeitos citotoxicos das EROs e melhora a producdo de embrides bovinos ( Luvoni;
Keskintepe; Brackett, 1996; De Matos; Furnus, 2000; Li et al., 2014).

A cisteamina é um antioxidante importante que reduz EROs, como o radical hidroxila. Ela
também facilita a conversdo da glutationa oxidada em glutationa reduzida, aumentando seus
niveis, consequentemente, a disponibilidade de cisteina, um amino&cido essencial para a
producdo de glutationa (Lott et al., 2011). Quando a cisteamina é oxidada pelo radical hidroxila,
ela se transforma em hipotaurina. Assim, a inclusédo de cisteamina nos meios da PIVE pode
melhorar as taxas de desenvolvimento e a qualidade dos embrides, promovendo a producéo de

glutationa e, portanto, beneficiando a maturacéo e o cultivo in vitro de embrides bovinos. O uso
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de cisteamina durante a maturacdo e cultivo in vitro resultou em melhorias significativas nas
taxas de blastocistos e na qualidade embrionaria (De Matos; Furnus, 2000; De Matos et al.,
2002; Merton et al., 2013).

Sobre os efeitos do ITS e do &cido fdlico a suplementacdo com ITS mostrou-se
particularmente promissora em cultivo individual. O ITS resultou em taxas de clivagem e
blastocisto comparaveis as obtidas em cultivo em grupo (Dos Santos Mendoncga-Soares et al.,
2022). O efeito parece ser sinérgico: a insulina estimula o metabolismo energético e a
proliferacdo celular; a transferrina fornece ferro de forma controlada, reduzindo estresse
oxidativo; e o selénio atua como cofator de enzimas antioxidantes, protegendo o DNA
embrionario. Quando avaliado durante a M1V, CIV ou em ambos os periodos, o ITS isolado
ndo alterou significativamente as taxas de desenvolvimento em relagcdo ao controle; contudo,
sua combinagdo com &cido ascorbico (AA) nas 12h finais da MIV elevou tanto a quantidade
quanto a qualidade dos blastocistos, sugerindo que o suporte metabolico suplementar pode ser
mais efetivo em estagios tardios da maturagdo (Guimardaes et al., 2016).

Por outro lado, o &cido fdlico, ndo melhorou diretamente as taxas de desenvolvimento
embrionario em cultivo individual, mas promoveu modificaces no padrées de metilacdo do
DNA, especialmente no gene IGF2, sugerindo um potencial efeito epigenético, ainda sem
repercussao imediata sobre a morfologia ou a viabilidade embrionéria (Dos Santos Mendonca-
Soares et al., 2022).

O acido ascorbico, € um antioxidante também utilizados na producdo in vitro de embrides,
mas apresenta resultados variaveis dependendo da forma e do momento de suplementacéo
(Guimardaes et al., 2016; Torres et al., 2019). Quando utilizado na forma de complexo com
ciclodextrina (AA-CD), demonstrou efeitos positivos sobre o metabolismo lipidico
embrionario afetando a abundéancia relativa de mRNA de genes lipogénicos e os niveis de
acidos graxos insaturados, sugerindo melhorar a qualidade embrionaria. Esses achados indicam
que o &cido ascorbico pode ser uma ferramenta Util ndo apenas por sua agdo antioxidante, mas
tambem por influenciar vias metabolicas importantes durante o desenvolvimento embrionario
(Torres et al., 2019).

Além dos antioxidantes mais comuns outros compostos com agéo antioxidante tém mostrado
potencial na PIVE, ja foi demostrado que o extrato etandlico de folhas do Cerrado, adicionado

ao cultivo in vitro, aumentou as taxas de clivagem (79,8% vs. 70,2% no controle), blastocisto
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(38,4% vs. 30,1% no controle) e, principalmente, a sobrevivéncia pds-descongelamento (72,5%
vs. 58,3% no controle), além de reduzir a producdo de EROs (Fidelis et al., 2020). Outros
compostos naturais também tém sido testados com resultados promissores, tais como extrato
de quercetina (Khadrawy et al., 2020) e resveratrol (Tonekam et al., 2025), reforcando o
potencial do uso de antioxidantes naturais para melhorar a qualidade embrionaria e a

criotolerancia em sistemas in vitro.

A melatonina, tem se destacado como um antioxidante promissor na PIVE, e age diretamente
na neutralizacdo de EROs e, indiretamente, na regulacdo da atividade de enzimas antioxidantes
como superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx). Sua
suplementacédo tem sido associada ao aumento das taxas de clivagem e blastocisto, a melhora
da qualidade embrionaria e a regulacdo de genes relacionados ao estresse oxidativo e a apoptose
(Cruz et al., 2014; Wang et al., 2014b).

2.5. Uso da melatonina

A melatonina é um hormonio sintetizado principalmente pela glandula pineal, mas também
por 6rgdos periféricos, como medula dssea, linfocitos, olhos e trato gastrointestinal (Reiter,
1991). Derivada do triptofano, sua estrutura lipofilica permite atravessar membranas celulares
com facilidade, desempenhando multiplas func@es, destacando-se como reguladora do ciclo

circadiano e potente antioxidante (Reiter, 1991).

Além de seu papel como regulador do ritmo circadiano, a melatonina é um antioxidante néo
enzimatico que atua como um sequestrador de EROs, protegendo proteinas, lipidios e DNA do
dano oxidativo. Ela neutraliza radicais como OH-, O2- e H202, sem gerar subprodutos nocivos,
e ainda origina metabdlitos antioxidantes secundarios como AFMK (N!-acetil-N2-formil-5-
metoxiciamina) e AMK (N!-acetil-5-metoxiquinuramina) (Tsantarliotou et al., 2007; Galano;
Tan; Reiter, 2011). A melatonina também exerce efeitos antioxidantes indiretos, ao se ligar a
seus receptores de membrana e ativar a via de sinalizacdo do fator nuclear eritroide 2
relacionado ao fator 2 (Nrf2). Esse cofator se liga a elementos de resposta antioxidante (ARE)
em genes-alvo, como GSS (precursor da glutationa), SOD1 e CAT (Rodrigues-Cunha et al.,
2016; Ahmadi; Ashrafizadeh, 2020).
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Esses mecanismos conferem & melatonina a capacidade de reduzir os niveis intracelulares
de EROs (Su et al., 2015; Tang et al., 2024; Zhang et al., 2025a), diminui a peroxidacao lipidica,
evidenciada por menores concentracdes de MDA (Tang et al., 2024) e aumenta 0s niveis de
antioxidantes enddgenos, como a GSH e a SOD (Lavrentiadou et al., 2023; Tang et al., 2024).
Esses efeitos estdo associados a ativacdo da via Nrf2-Keapl (Tang et al., 2024; Zhang et al.,
2025a) e a inducdo da expressao de genes como HO-1, CAT, GPx e NQOL1 (Silva et al., 2024).

A melatonina contribui significativamente para a preservacao da integridade mitocondrial
e celular de ovdcitos (Tutt et al., 2023; Zhang et al., 2025a). Em ovdcitos expostos a agentes
estressores, como o B-hidroxibutirato, a melatonina preserva o potencial de membrana
mitocondrial, reduz a abundancia relativa de mMRNA de caspase-3 e protege contra a apoptose
precoce (Islam et al., 2025; Zhang et al., 2025a). Efeitos semelhantes foram observados em
células do cumulus e de Sertoli, onde a melatonina atuou como protetora frente a danos

oxidativos induzidos por perdéxido de hidrogénio ( Tang et al., 2024; Islam et al., 2025)..

Adicionalmente, a melatonina auxilia na manutencdo da comunicacdo entre ovécitos e
células do cumulo, preservando as juncGes gap e reduzindo a apoptose nessas células, o que
assegura suporte adequado ao ovdcito durante o cultivo in vitro (Islam et al., 2025). Em tecidos
ovarianos bovinos cultivados in vitro, a melatonina estimula a ativacéo de foliculos primordiais
e aumenta a deposicao de colageno na matriz extracelular, por mecanismos mediados por seus

receptores e pela via mTORCL (Silva et al., 2024).

A melatonina também tem sido recentemente associada a regulacdo do metabolismo
lipidico em ovdcitos, especialmente por meio da regulacdo de enzimas-chave envolvidas na
lipolise e na B-oxidacdo de &cidos graxos. Esse efeito parece ser mediado pela ativagdo do
receptor MT2, um GPCR acoplado a proteina Gi, cuja sinalizacdo inibe a adenilato ciclase,
reduzindo os niveis de AMPc intracelular e, por consequéncia, a atividade da PKA. A queda no
AMPc desencadeia alterag0es em cascatas de sinalizagédo celular, podendo ativar vias como
MAPK e PI3K/Akt, que influenciam diretamente a homeostase lipidica e a sobrevivéncia
celular. Dessa forma, a melatonina contribui para a diminui¢do do acumulo lipidico em ovocitos
e células do cumulo, favorecendo o uso dos lipidios como fonte energética (Jin et al., 2017,
2022; Vasconcelos et al., 2024).

A suplementag@o com melatonina (10~° M) na MIV de suinos diminuiu significativamente

o0 conteudo de triglicerideos nos ovocitos e 0s niveis de espécies reativas de oxigénio, aumentou
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a taxa de clivagem e blastocistos (Jin et al., 2017). Posteriormente, 0 mesmo grupo, visualizou
que a suplementacdo da melatonina proporcionou menor mobilizagdo de lipidios e com o
blogueio dos receptores de melatonina (MT1 e MT2) as taxas de desenvolvimento embrionario
foram menor que o controle reforcando seu papel na regulacdo do metabolismo lipidico e
maturacdo ovocitaria (Jin et al., 2022). J& o estudo (He et al., 2018) observou que a
suplementacdo da melatonina na MIV em suinos aumentou o acimulo de goticulas lipidicas,
favoreceu a organizacéo do fuso e o alinhamento cromossdmico, além de melhorar as taxas de

clivagem e desenvolvimento de blastocistos.

Outra acdo da melatonina é atividade mitocondrial e na formacdo de novas mitocondrias
principalmente se deve por sua capacidade antioxidante e reguladora do metabolismo celular.
A melatonina é capaz de atravessar facilmente as membranas celulares e se acumular nas
mitocondrias, onde neutraliza as EROs geradas durante o metabolismo mitocondrial, reduzindo
0 estresse oxidativo e protegendo a integridade das organelas. Além disso, a melatonina
melhora a eficiéncia da cadeia transportadora de elétrons, evitando o desacoplamento do
complexo 1V, o que contribui para a manutengao do potencial de membrana mitocondrial e para
a producdo adequada de ATP. Ela também estimula a expressdo de enzimas antioxidantes
mitocondriais, como a superdxido dismutase (SOD2), com a mediacdo da sirtuina 3 (SIRT3),
promovendo a biogénese mitocondrial e a homeostase energética. Esses efeitos combinados
resultam em maior atividade mitocondrial, melhor qualidade do ovécito e maior competéncia
para a maturacdo e desenvolvimento embrionario in vitro (Izyumov et al., 2010; He et al.,
2018).

Recentemente, a melatonina tem despertado interesse ndo apenas por seu papel antioxidante
e seus diversos beneficios, mas também por sua influéncia sobre mecanismos epigenéticos
durante o desenvolvimento embrionario. Entre esses mecanismos, a metilacdo do DNA destaca-
se como um dos mais amplamente conhecidos e investigados. Trata-se da adi¢cdo de um grupo
metil ao quinto atomo de carbono da citosina no DNA, processo fundamental para o
funcionamento do organismo. Sob condicbes fisioldgicas, os padrdes de metilacdo séo
especificos e controlados para cada tecido, sendo conduzidos pelas DNA metiltransferases
(DNMTs). Existem dois principais tipos de metilagdo do DNA: a metilagdo de manutencéo,
realizada pela DNMT1, e a metilagdo de novo, conduzida pelas DNMT3A e DNMT3B. Regibes

promotoras de genes ativos geralmente apresentam baixos niveis de metilacdo, enquanto genes
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silenciados apresentam niveis elevados. (Jones et al., 1998; Okano et al., 1999; Wu; Zhang,
2014; Mendonca et al., 2015; Menezo et al., 2016).

Estudos demonstram que a melatonina regula a expressao de enzimas fundamentais
envolvidas na metilacdo e desmetilacdo do DNA, como as DNMTs e as TET dioxygenases
(Linowiecka et al., 2023). Essa acao contribui para a preservacdo da integridade epigenética de
embrides cultivados in vitro, minimizando alteracdes indesejadas nos padrdes de abundancia
relativa de mRNA que poderiam comprometer sua viabilidade e desenvolvimento (Linowiecka
et al., 2023). Em ovacitos bovinos, a melatonina promoveu modificacfes epigenéticas
necessarias, como o aumento da acetilacdo global de H3K9 e a reducdo da metilacdo dessa

mesma de histonas, sem afetar significativamente a metilagéo global do DNA (Tutt et al., 2023).

Em embribes clonados suinos, a melatonina no meio de cultivo também demonstrou
capacidade de favorecer a reprogramacao epigenética correta, favorecendo a desmetilacdo do
gene de pluripoténcia Oct4, mantendo a metilacao de genes imprinted (H19/1gf2) e promovendo
a remetilacdo de genes especificos de tecido, como Thyl. Adicionalmente, genes relacionados
a ativacdo do genoma zigdtico (Eifla), pluripoténcia (Oct4, Nanog, Sox2), imprinting (1gf2,
H19) e qualidade embrionaria (Cdx2, ATP1bl) foram significativamente regulados
positivamente, enquanto genes de diferenciacdo precoce (Thyl, Col5a2) foram silenciados
(Liang et al., 2017). Além disso, em embrides clonados suinos, a melatonina favoreceu a
formacdo do pseudo-pronucleo (Liang et al., 2017), aumentou a taxa de desenvolvimento
embrionario bovino e suino antes da ativacdo do genoma zigético e reduziu o bloqueio do
desenvolvimento (Su et al., 2015; Liang et al., 2017). Também melhora a qualidade dos

blastocistos clonados, aumentando o nimero total de células (Su et al., 2015; Liang et al., 2017).

No sistema de PIVE bovinos, a suplementacdo de melatonina durante a MIV demonstrou
melhorar a maturacdo do ovdcito, as taxas de clivagem e blastocistos, aumentar os niveis de
glutationa e melhorar a fungdo mitocondrial, reduzindo o acimulo de EROs (Tian et al., 2014;
Marques et al., 2018; Hao et al., 2021). Beneficios semelhantes foram observados em modelos
suinos, onde a melatonina também na MIV melhora a expansdo do cumulus, a qualidade do
ovocito, o rendimento do blastocisto e também a diminui¢do dos niveis de EROs e apoptose
(Do et al., 2015; Rodrigues-Cunha et al., 2016; Lee et al., 2018). Como em modelos murinos,
a melatonina durante a MIV também diminui os niveis de EROs, resultando em melhor
qualidade embrionaria e resultados de desenvolvimento (Bahadori et al., 2013; Yang et al.,
2021). E importante ressaltar que os efeitos benéficos da melatonina vao além da maturacio,
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pois sua adi¢do ao meio CIV tem sido associada a melhores taxas de clivagem, blastocisto e
eclosdo, niveis elevados de glutationa e distribuicdo mitocondrial necessaria em varias espécies
(Wang et al., 2014a, 2014b; Yang et al., 2017; Pang et al., 2019). Essas descobertas apoiam o
potencial da melatonina para influenciar positivamente varios estagios do desenvolvimento

embrionario.

Em cultivo in vitro, a melatonina também tem mostrado maior criotolerancia e
sobrevivéncia dos embrides apds o descongelamento (Kuwayama et al., 2005; Wang et al.,
2014b; Fidelis et al., 2020; Feuchard et al., 2025; Salek et al., 2025). Os beneficios da
melatonina na criopreservacao de gametas também ja foram extensivamente demostrados em
varias espécies. Seu efeito antioxidante esta presente em processo de criopreservacao reduzindo
significativamente o estresse oxidativo em espermatozoides, ovocitos e embrides neste
processo (Marques et al., 2021; Ji et al., 2023; Niu et al., 2024; Zhang et al., 2024). Essa acdo
contribui para a diminuicao da apoptose (Marques et al., 2021; Zhang et al., 2024), protegendo
as células contra danos estruturais e funcionais (Ji et al., 2023; Zhang et al., 2024). Esse efeito
benéficos durante a criopreservacao, tem sido relatada em ovocitos humanos aumentando as
taxas de sobrevivéncia poOs-descongelamento, maior desenvolvimento embrionario
subsequente, e maiores taxas de implantacdo, e nascimentos (Zhang et al., 2024). No que se
refere a criopreservacao de embrides a melatonina influencia na abundancia relativa de mRNA
de genes envolvidos na defesa celular, como os antioxidantes (Marques et al., 2021) e os
relacionados ao reparo de DNA (ex.: HIF1A, PARP1, XPA) (Ji et al., 2023) melhorando a
resposta a criopreservacdo. Também regula positivamente vias importantes para a sinalizacdo
celular e sobrevivéncia embrionéaria, como Wnt, PI3K/AKT, MAPK, Ras, ErbB e sinalizacédo
por calcio, importantes na reparacdo de danos pos criopreservacao (Ji et al., 2023). Com isso
aumenta a homeostase celular contra o estresse ambiental, melhorando taxas de
desenvolvimento, qualidade embrionaria, maior viabilidade apés vitrificacdo e maior

estabilidade no desenvolvimento (Marques et al., 2021).
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CAPITULO I

MELATONINA MELHORA A PRODUCAO E QUALIDADE EMBRIONARIA BOVINA
POR VIAS ANTIOXIDANTES, LIPIDICAS E EPIGENETICAS
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RESUMO

Este estudo avaliou os efeitos da suplementacdo de melatonina durante a producgédo de embrides
bovinos in vitro (PIVE), considerando seu impacto no desenvolvimento embrionario, estresse
oxidativo, metabolismo lipidico, atividade mitocondrial, abundancia relativa de mRNA,
padrGes especificos de metilagdo do DNA e criotolerancia. Foram testados quatro tratamentos:
Controle (sem melatonina), melatonina na maturacdo (MIV + Mlt), no cultivo (CIV + Mit) ou
em ambos (MIV /CIV+ MIt). A melatonina melhorou significativamente a taxa de blastocisto
em D7 e a cinética do desenvolvimento, reduziu os niveis de EROs e lipidios intracelulares e
aumentou a atividade mitocondrial. Os efeitos mais significativos foram observados no grupo
CIV + MIt. Na analise de abundancia relativa de mRNA, a melatonina modulou genes
relacionados a resposta antioxidantes (SOD1, CAT, GSS) e a regual¢do epigenética (TETL,
TET3, DNMT3A). Embora nédo tenha alterado a abundancia relativa de mRNA de genes
relacionados ao metabolismo lipidico, observou-se reducéo no conteudo lipidico dos embriGes.
A anélise dos padrodes de metilagcdo revelou hipometilacdo em regides repetitivas do DNA
(Satellite 1 e LINE-1), especialmente nos grupos tratados com melatonina. No entanto, ndo
foram detectadas diferencas significativas entre os tratamentos quanto a criotolerancia e as taxas
de apoptose. Conclui-se que a melatonina exerce efeitos positivos multifatoriais,
independentemente da fase em que é adicionada. Contudo, sua suplementacdo durante o CIV,
promoveu os beneficios mais consistentes, evidenciando maior qualidade e potencial de uso nas

biotécnica reprodutivas.

Palavras-chave: bovino, estresse oxidativo, abundancia relativa de mRNA, metilagdo,

criopreservagao
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ABSTRACT

This study evaluated the effects of melatonin supplementation during bovine in vitro embryo
production (IVEP), considering its impact on embryonic development, oxidative stress, lipid
metabolism, mitochondrial activity, gene expression, specific DNA methylation patterns in
repeat elements, and cryotolerance. Four treatments were tested: Control (without melatonin),
melatonin at maturation (IVM + MiIt), culture (IVC + MIt) or both (IVM/IVC + MIt). Melatonin
significantly improved blastocyst rate in D7, developmental kinetics, reduced EROs and
intracellular lipid levels, and increased mitochondrial activity. The most significant effects were
observed in the IVC + Mt group. In gene expression, melatonin modulated antioxidant (SOD1,
Cat, GSS), epigenetic (TET1, TET3, DNMT3A) genes, and although it did not alter lipid gene
expression, it reduced lipid content. Methylation analysis showed patterns of hypomethylation
in repetitive regions (Satellite I and LINE-1), and even more so in the melatonin-treated groups.
However, no significant differences were observed between treatments in terms of
cryotolerance and apoptosis rates. It is concluded that melatonin exerts positive multifactorial
effects regardless of where it is used, however, when added to the IVC medium, it is visibly
promoting more benefits to embryos by increasing the quality and potential for biotechnological

use.

Keywords: bovine, oxidative stress, gene expression, methylation, cryopreservation.
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1. INTRODUCAO

Diversos estudos tém demonstrado que embrifes bovinos produzidos in vitro (PIVE)
apresentam menor capacidade de desenvolvimento quando comparados aos gerados in vivo.
Essa reducdo na qualidade esta principalmente associada a disturbios na homeostase celular,
possivelmente causados por desequilibrios nos principais processos biolégicos (Holm;
Callesen, 1998; Rizos et al., 2002). Entre os diversos fatores envolvidos, o ambiente de cultivo
exerce um papel crucial no desenvolvimento embrionario. Pardmetros como temperatura,
concentracdo de oxigénio e composi¢do do meio de cultivo devem refletir, 0 mais fielmente
possivel, as condi¢des fisioldgicas para promover o desenvolvimento adequado do embrido.
Desvios desses parametros podem comprometer a viabilidade e a competéncia embrionaria.
Assim, o estabelecimento de sistemas de maturacdo in vitro (MIV) e cultivo in vitro (CIV) que
mimetizem com maior precisdo o ambiente in vivo é fundamental para melhorar a eficiéncia e
a qualidade dos embribes produzidos in vitro (Ferré et al., 2020; Mo et al., 2023; Salek et al.,
2025).

Dada a importancia da suplementacdo com antioxidante nos meios utilizados na PIVE,
diversos estudos tém investigado o uso de diferentes compostos durante a maturagdo e/ou
cultivo embrionario, incluindo a quercetina (Khadrawy et al., 2020) &acido ascérbico
(Guimarées et al., 2016), resveratrol (Sovernigo et al., 2017), cisteamina (Guimaraes et al.,
2016) e glutationa (De Matos; Furnus, 2000). Entre estes, a melatonina tem se destacado devido
as suas potentes propriedades antioxidantes e por seus efeitos fisiologicos mais amplos
(Tsantarliotou et al., 2007; Galano; Tan; Reiter, 2011). A melatonina (MIt) (N-acetil-5-
metoxitriptamina) € um hormdnio sintetizado pela glandula pineal em mamiferos que néo
apenas regula os ritmos circadianos, mas também desempenha papéis importantes na regulacao
imunoldgica, regulagdo metabdlica e metabolismo lipidico (Reiter, 1991; Brzezinski, 1997;
Pang et al., 1998).
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O papel da melatonina no combate ao estresse oxidativo esta bem documentado, pois reduz
diretamente as EROs e aumenta indiretamente a producédo de glutationa, minimizando os danos
ao DNA e a apoptose (Rodriguez-Osorio et al., 2007; Barrett; Bolborea, 2012; Wang et al.,
2014b; Do et al., 2015). Em sistemas de PIVE bovinos, a suplementacédo de melatonina durante
a MIV tem demonstrado beneficios relevantes, como a reducdo do acumulo de espécies reativas
de oxigénio (EROs), o aumento dos niveis de glutationa, a melhora da fun¢do mitocondrial, a
diminuigéo de apoptose e a elevagdo das taxas de clivagem e formagéao de blastocistos. Esses
efeitos positivos foram observados em diferentes modelos, incluindo bovinos (Tian et al., 2014;
Marques et al., 2018; Hao et al., 2021), suinos (Rodriguez-Osorio et al., 2007; Do et al., 2015;
Lee et al., 2018) e murinos (Bahadori et al., 2013; Pang et al., 2019; Yang et al., 2021).
Entretanto, os efeitos benéficos da melatonina vdo além da maturacéo, pois sua adi¢cdo ao meio
CIV também tem sido associada a melhores taxas de clivagem, de blastocistos e eclosao, niveis
elevados de glutationa e melhor distribuicdo mitocondrial em varias espécies (Wang et al.,
2014a, 2014b; Yang et al., 2017). No geral, esses achados reforcam o papel da melatonina como
agente protetor contra o estresse oxidativo e. influenciando positivamente varios estagios do

desenvolvimento embrionério.

Além de suas propriedades antioxidantes bem estabelecidas, a melatonina tem sido associada
a regulacdo do metabolismo lipidico e mecanismos epigenéticos, particularmente em modelos
murinos e suinos. Em suinos, a suplementacdo de melatonina durante a MIV reduziu o tamanho
das goticulas lipidicas, aumentou os transcritos de genes relacionados a lipogénese e lipdlise,
juntamente com o aumento do conteudo de acidos graxos, atividade mitocondrial e niveis de
ATP (Jinetal., 2017, 2022), reforcando seu papel multifacetado. Da mesma forma, estudos em
embribes suinos produzidos por transferéncia nuclear de células somaticas (TNCS) mostraram
que a melatonina melhorou a eficiéncia da clonagem mediando a metilacdo do DNA, além de
reduzir o estresse oxidativo e a apoptose (Liang et al., 2017; Qu et al., 2020). Em embrides de
TNCS bovinos, a melatonina aumentou os niveis globais de acetilagdo de H3K9, melhorou a
fungdo mitocondrial e melhorou os resultados do desenvolvimento embrionario (Su et al.,
2015). No entanto, em bovinos, os efeitos da melatonina sobre o conteudo lipidico dos embrides
seus desdobramentos na qualidade embrionaria ainda sdo pouco compreendidos. Da mesma
forma, sua atuagdo como mediadora de mecanismos epigenétios, particularmente no que se
refere a metilacdo do DNA, permanece pouco explorada nessa espécie, apesar da importancia

desses mecanismos na regulacdo do desenvolvimento e na viabilidade embrionaria.
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Além disso, embora os efeitos positivos tenham sido demonstrados quando a melatonina é
adicionada durante a MIV ou CIV separadamente, 0 impacto da suplementacdo continua ao
longo de todo o processo de PIVE ainda ndo foi totalmente elucidado. Portanto, mais
investigacOes sdo necessarias para esclarecer os mecanismos de acdo da melatonina e definir a

estratégia de suplementacdo mais eficaz para aprimorar os resultados da PIVE bovina.

Assim, este estudo teve como objetivo investigar se a suplementacdo continua durante todo
o0 processo de PIVE é mais eficaz do que sua aplicacdo pontual em etapas isoladas e, avaliar 0s
efeitos da melatonina sobre o desenvolvimento e qualidade embrionaria, o metabolismo lipidico

e 0S mecanismos epigenéticos em embrides bovinos produzidos in vitro.
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2. MATERIAL E METODO

Todos os reagentes utilizados neste estudo, exceto quando indicado, foram adquiridos da
Sigma Aldrich (St. Louis, MO, EUA). O material biolégico foi obtido a partir de ovarios
coletados em abatedouros, e todos os procedimentos experimentais seguiram as diretrizes
estabelecidas pela Lei de Protecdo Animal (n° 10.468, 2020).

Para avaliar os efeitos da melatonina, os ovocitos foram alocados em quatro grupos
experimentais: (1) Controle (CT): maturacdo e cultivo sem melatonina; (2) MIV + MIt:
melatonina apenas no meio de maturacéo; (3) CIV + MIt: melatonina apenas no meio de cultivo;
e (4) MIVICIV + MlIt: melatonina em ambos os meios. A concentragdo de melatonina utilizada
foi de 10° M (Marques et al., 2018).

2.1. Coleta de Ovocitos Imaturos

Os ovarios foram coletados em matadouros locais imediatamente ap6s o abate e
transportados para o laboratério em solucédo salina a 0,9% (NaCl 0,9%) suplementada com
sulfato de estreptomicina (100 pug/mL) e penicilina G (100 Ul/mL), a 32-36°C.

Complexos cumulus-ovdcitos (CCOs) foram aspirados de foliculos com didmetros variando
de 3 a 8 mm usando uma agulha hipodérmica de 18 G acoplada a uma seringa de 10 mL. Apds
a aspiracao, o pellet contendo os ovaocitos foi deixado decantar em tubo conico por pelo menos
10 min. Em seguida, 10 mL do sobrenadante do fluido folicular foram centrifugados a 700 x g
por 5 min e utilizado para recuperacdo e selecdo de CCOs. Apenas CCOs com trés ou mais
camadas de células do cumulus e um citoplasma uniforme, ou aqueles exibindo granulacdes

finas, foram selecionados para os experimentos.
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2.2.  Producdo in vitro de embrides

A PIVE foi realizada conforme descrito por (Kussano; Leme; Dode, 2023). Brevemente,
apos a selecdo dos CCOs, grupos de 25-30 ovocitos foram transferidos para gotas de meio de
maturacao, cobertos com 6leo mineral e cultivados por 22 a 24 horas. O meio de maturagéo in
vitro consistiu em meio TCM-199 com sais de Earl (Gibco® BRL, Burlington, ON, Canada),
suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS), 0,01 Ul/mL de horménio foliculo
estimulante (FSH), 0,1 mg/mL de L-glutamina, 0,075 mg/mL de amicacina, € 0,1 uM de

cisteamina.

Ap0s a maturacdo, os CCOs foram transferidos para gotas de meio de fecundagdo (Fert-
TALP) cobertas com o06leo mineral (Parrish; Krogenaes; Susko-Parrish, 1995). Para a
fecundacdo, o sémen de um touro Nelore (Bos taurus indicus) previamente testado foi
processado usando um gradiente descontinuo de Percoll (GE® Healthcare, PisCataway, NJ,
EUA) (Machado et al., 2009). Os espermatozoides selecionados foram entdo adicionados a gota
de fecundagdo na concentragdo final de 1 x 10° espermatozoides/mL e co-incubados com 0s
ovocitos maturados por 18 a 20 horas. O dia da fecundacao foi considerado como dia zero (DO).
Apds esse periodo, os possiveis zigotos foram parcialmente desnudados e transferidos para
gotas de meio de cultivo SOF (fluido sintético de oviduto), conforme descrito por Holm et al.
(1999), suplementado com amino&cidos essenciais e ndo essenciais, citrato de sédio (0,35 mM),
mio-inositol (2,8 mM) e albumina sérica bovina (BSA, 4 mg/mL), sendo as gotas cobertas com
Oleo mineral. Todo o cultivo foi realizado a 38,5 °C, em atmosfera com 5% de CO: ¢ umidade

controlada.

O impacto da suplementagdo de melatonina durante a MIV e/fou CIV na quantidade e
qualidade dos embrides produzidos in vitro foi avaliado usando 5.806 ovocitos em 21
repeticdes. O desenvolvimento embrionario foi avaliado no dia 2 (D2) quanto a clivagem e nos
dias 6 e 7 (D6 e D7) quanto & formacdo de blastocisto e cinética de desenvolvimento. Em D7,
blastocistos expandidos foram usados para analises adicionais, incluindo abundancia relativa
de mRNA, perfil de metilagdo do DNA, coloragdo com H>DCFDA, BODIPY 493/503,

MitoTracker Deep Red e Hoechst 33342, bem como avaliacéo de criotolerancia.
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2.3.  Deteccdo de Espécies Reativas de Oxigénio

Os niveis intracelulares de EROs em blastocistos expandidos foram quantificados usando
diacetato de 6-carboxi-2',7"-diclorodihidrofluoresceina (H.DCFDA) (Thermo Fisher, Waltham,
MA, EUA) (Jin et al., 2022). H.DCFDA foi dissolvido em dimetilsulfoxido (DMSO) e
armazenado como solucdo estoque. Para uso, Ho.DCFDA foi diluido em solugdo salina
tamponada com fosfato (PBS) com 1% de BSA até uma concentragdo final de 50 uM. Os BX
foram lavados trés vezes em PBS-BSA e incubados em uma gota de 400 pL de H.DCFDA por
30 min a 38,5°C no escuro. As avaliacbes subsequentes foram realizadas usando um
microscopio de fluorescéncia (Zeiss® Axioplot). Para obter e quantificar as intensidades do
sinal de fluorescéncia (pixels). Foi utilizado um comprimento de onda de 488 nm, com poténcia
de excitacdo de 9,14% e emissdo registrada na faixa entre 475 e 535 nm. As imagens
fluorescentes obtidas foram analisadas por meio do software ImageJ® (National Institutes of
Health, EUA).

2.4.Avaliacdo da atividade mitocondrial, acimulo de goticulas lipidicas e contagem

total de células

O procedimento foi realizado conforme descrito por (Faria et al., 2021) com pequenas
modificagOes para aplicagcdo em embrides bovinos. Os blastocistos expandidos foram lavados
trés vezes em PBS suplementado com polivinilpirrolidona (PVP) a 0,3% e incubados por 30
min com MitoTracker™ Deep Red FM (400 nM), diluido em SOF, a uma temperatura entre 35
e 37°C. Em seguida, foram lavados trés vezes em PBS-PVP, fixados por uma hora em
paraformaldeido a 4%, lavados novamente trés vezes em PBS-PVP e armazenados a 4 °C em
paraformaldeido a 1% por até sete dias. Posteriormente, os embrides foram lavados trés vezes
em PBS-PVP e permeabilizados por 30 min em PBS contendo 0,2% de Triton X-100 a
temperatura ambiente. Apds nova lavagem tripla em PBS-PVP, os embrides foram corados com
BODIPY™ 493/503 (Molecular Probes, Eugene, OR, EUA) na concentracao de 20 pg/mL,
previamente diluido em 50 pL de etanol absoluto e, em seguida, em 950 uLL de PBS, por uma
hora. Apds nova lavagem tripla em PBS-PVP, os embrides foram montados em placas de
35 mm, em gotas de 8 pL. de PBS-PVP, e analisados em microscopio confocal Leica SP8 (New
Orleans, LA, EUA)
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Todas as amostras foram analisadas e fotografadas com uma objetiva de 20x, usando um
laser de argbnio a 488 nm e um espectro de fluorescéncia entre 495 e 505 nm para visualizar
goticulas lipidicas. Para avaliagdo da atividade mitocondrial, foi utilizado um laser de 638 nm,
com emissdo/excitacdo a 644/665 nm. Os embrides foram submetidos a até 50 cortes
transversais, espacados de 4 mm. O empilhamento Z foi usado para criar uma imagem de sec¢des
sobrepostas. Para a atividade mitocondrial, foi utilizado o numero médio de pixels. Para
avaliacdo das goticulas lipidicas, apds a criacdo da imagem final de cada embrido, a imagem
foi ajustada para tons de cinza (imagem de 8 bits), e uma proporc¢éo da area lipidica (numero
de pixels) foi medida e dividida pela area total do embrido (umz2). Ambas as avaliacGes foram

realizadas por meio do software ImageJ (National Institutes of Health).

Apbs avaliacdo com Mito Tracker e BODIPY, os embrides foram lavados trés vezes em
PBS-PVP e corados com Hoechst 33342 (10 mg/mL) por 15 min no escuro, lavados trés vezes
novamente em PBS-PVP e montados em laminas em gotas de 8 uL de PBS-PVP. O nimero
total de células foi contado por microscopia de fluorescéncia (Zeiss® Axioplot).

2.5.RT-gPCR

Para quantificacdo da abundancia relativa de mRNA, foram utilizados 4 pools de 25 D7 BX
de cada tratamento. Os embrides foram entdo colocados em microtubos com 5 pL de PBS e
armazenados a -80 °C até a extracdo do RNA. A extracdo do RNA total dos blastocistos foi
realizada usando o RNeasy Plus Micro Kit (Qiagen®, Hilden, Alemanha) de acordo com as
instrucdes do fabricante. O RNA total foi entdo utilizado para sintese de cDNA com o GoScript
Reverse Transcriptase Kit (Promega®, Madison, Wisconsin, EUA), com Oligo-dT (0,5 pg/uL)
e primers aleatorios (0,5 ug/uL) em um volume final de 30 pL, seguindo as instrucdes do
fabricante. As reacOes foram realizadas a 70 °© C por 5 min, seguidas por uma etapa de
anelamento de 5 min a 25 ° C, uma extensé@o de 60 min a 42 ° C e inativagdo da enzima a 70 °
C por 15 min. A gPCR foi realizada usando o 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA). As reacfes de gPCR foram realizadas usando o GoTaq
gPCR Master Mix Kit (Promega®). As eficiéncias dos primers foram calculadas usando
diluicdes seriadas (1/4). Cada amostra foi analisada em triplicata, e a especificidade de cada
amplicon foi determinada com base na analise da curva de dissociacdo e tamanho do amplicon

em um gel de agarose. As reac6es foram realizadas em um volume final de 25 uL usando cDNA
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equivalente a 0,59 D7 BX/reacdo. As reacdes foram otimizadas para fornecer a maxima
eficiéncia de amplificacdo para cada gene (Tabela 1). As condi¢bes de amplificacdo foram de
95 ° C por 1 min, seguido por 50 ciclos de desnaturagdo a 95 ° C por 15 s e anelamento e

extensdo a 60 ° C por 1 min, com dissociacdo (curva de fuséo) a 60-95 ° C.

A nomenclatura, sequéncias e concentracdes de primers, tamanhos de amplicons e nimeros
de acesso ao GenBank, eficiéncias de primer e temperatura de dissocia¢do estdo listados na
Tabela 1. Genes relacionados & reprogramacdo epigenética [DNA metiltransferase 3 alfa
(DNMT3A), DNA metiltransferase 3 beta (DNMT3B), Dioxygenase Ten-Eleven Translocation
metilcitosina 1 (TET1), Dioxygenase Ten-Eleven Translocation metilcitosina 2 (TET2),
Dioxygenase Ten-Eleven Translocation metilcitosina 3 (TET3)], estresse oxidativo [Superoxido
dismutase 1 (SOD1), Glutationa sintetase (GSS), Catalase (CAT)], e metabolismo lipidico
[Carnitina palmitoiltransferase 1A (CPT1A), Perilipina 2 (PLIN2), Receptor gama ativado por
proliferador de peroxissoma (PPARy)] foram analisados. O GAPDH foi selecionado como o
gene de referéncia para normalizacdo dos dados (Vandesompele et al., 2002). A abundancia
relativa de mRNA de cada gene foi calculada pelo método AACt com corregdo de eficiéncia
pelo método de Pfaffl (Pfaffl, 2001).
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Tabela 1. Informacdes dos primers utilizados para quantificacdo da abundancia relativa de mRNA por gPCR, incluindo nimero de acesso no

GenBank, sequéncias dos primers, tamanho do amplicon (pares de bases), temperatura de dissociacéo, eficiéncia dos primers e valor médio de Ct.

[]

™

Genes Sequéncias P(rri:\nA(;r AS (bp) GB PF (%) (°C) CT Médio
DNMT3A E:: I;TGTc(;:cCcAcAATcGTTcGé::TAcT 'STAT%?(TS%E 200 82 NM_001206502.1 114.726 83 31.81
DNMT3B A AN CASICARTARG 200 161 NM_181813.2 112.048 85 34.60
TET1 E:: %&Eﬁg%%ﬁgggiﬂ;ﬁg 200 167 XM_015469834.1 108.166 84 30.81
TET 2 E:: g;é%?géﬁggigﬁ%gﬁﬁc 200 157 XM_010828077.2 105.302 81 34.73
TET 3 E:: cé;ééi%ccpgﬂ(é%g;%yc 200 200 XM_015465317.1 101.853 81 34.39
SoD 1 E‘_ ggiﬁgﬁlégé?gfg;%iﬁ? 300 171 NM_174615.2 105.63 82 30.90
Catalase S oA 300 241 NM_001035386.2 95.38 83 31.53
GSS E‘_ ﬁé??fgg%‘éé?g;éﬁ?ﬁé 300 213 NM_001015630.1 104.03 85 32.35
CPTIA L T A 300 199 NM_001304989.2 10159 83 31.24
PLIN2 OV eavpli 300 200 NM_173980.2 93.63 85 31.88
PPARy i atiosMiouRLCas 300 200 NM_181024.2 100.152 85 34.77
GAPDH F: GGCGTGAACCACCAGAAGTATAA 300 118 NM_001034034.2 94.54 84 28.35

R: CCCTCCACGATGCCAAAGT

AS: Tamanhos de amplicon; GB: GenBank; PF: Eficiéncia do primer; F (para frente); R (reverso); pb (par de bases); TM (temperatura de dissociacéo).
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2.6.  Analise de metilacdo do DNA

A analise do perfil de metilacdo do DNA Satellite | e do LINE-1 foi realizada pela técnica
de PCR bissulfito. Essas regides foram selecionadas por representarem uma grande proporc¢ao
do genoma eucaridtico, pois sdo sequéncias altamente repetitivas e amplamente distribuidas por
todo o genoma. Dessa forma, a metilacdo dessas regides pode refletir padrbes epigenéticos

globais do DNA genémico (Lopez-Flores; Garrido-Ramos, 2012).

Trés pools de cinco D7 BX produzidos pelos tratamentos Controle, MIV + Mlt, CIV + Mt
e MIV/CIV + MIt foram utilizados para analise de metilacdo do DNA. Primeiro, os embrides
foram removidos do meio de cultivo e lavados trés vezes com PBS livre de célcio e magnésio.
Os embrides foram entdo colocados em microtubos com 5 uL de PBS e armazenados a -80 °C
até a extracdo do DNA gendmico. O DNA gendmico foi isolado dos blastocistos, conforme
relatado anteriormente (Mendonca et al., 2015). As amostras de DNA foram armazenadas a -
20 ° C até uso posterior. Os primers foram desenhados para flanquear ilhas CpG nas sequéncias
repetitivas de DNA do Satellite |1 e LINE-1. As sequéncias de primers, 0s numeros de acesso
do GenBank, os numeros de CpG analisados e o tamanho do amplicon estéo listados na Tabela
2.

Tabela 2. Primers para analise de metilagdo das regides genémicas Satellite | e LINE-1.

Regido CpG Comprimento

genomica Sequéncia de primer (5'-3") GenBank sites amplicon (bp)

. F: TGTAGATTGGGGATAGGAGAGTTAG
Satellite | R: CCCCTACTTTATCTAAAAAAAATTACCTT — AH001157.2 23 347

F: GGTTAATATTTGTTTGAGAAGGTG
LINE-1 R:RTTTCCCTCTATTATATCTTCTTCTATTTAC DQ000238.1 21 505

F (sentido); R (reverso); BP (par de bases).

As amostras de DNA foram tratadas com bissulfito de sodio usando o0 EZ DNA Methylation-
Lightning™ Kit (Zymo Research, Orange, CA, EUA) de acordo com o protocolo do fabricante.
Amostras de DNA tratadas com bissulfito de sodio foram submetidas a amplificagdo por PCR em
duplicata para cada amostra. A PCR foi realizada em um volume total de 20 uL compreendendo
1X tampao Tagq, 1,5 e 1,0 mM de MgCl. (Satellite I e LINE-1, respectivamente), 0,4 mM dNTPs,
1U de Platinum™ Taq DNA Polimerase (Invitrogen™, Carlsbad, CA, EUA), 0,25 uM de cada
primer (direto e reverso) e 2 uL de DNA tratado com bissulfito. A amplificagdo foi realizada com
uma etapa inicial de desnaturacdo a 94 °C por 3 min, seguida de 45 ciclosa 94 °C por 45,45 ¢
62 °C (Sattellite I e LINE-1, respectivamente) por 40s e 72°C por 1min, terminando com uma

extensado final a 72°C por 20min.
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Apo6s a PCR, os amplicons foram purificados a partir de géis de agarose usando o kit Wizard™
SV Gel e PCR Clean-Up System (Promega™, Madison, WI, EUA) de acordo com as instrugdes
do fabricante. Amplicons purificados foram clonados no vetor de clonagem TOPO TA (sistema
de vetor PCR 2.1-TOPO®, Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e transferidos para células DH5a
usando um protocolo de choque térmico. O DNA do plasmideo foi isolado usando o kit
PureYield™ Plasmid Miniprep System (Promega™, Madison, WI, EUA) e os clones individuais
foram sequenciados usando o sequenciamento do ciclo BigDye® e um sequenciador
automatizado ABI3100.

A qualidade do eletroferograma foi analisada usando a analise de qualidade do eletroferograma
(http://Ibi.cenargen.embrapa.br/phph/) e os padrdes de metilagdo foram processados usando a
ferramenta de quantificacéo para analise de metilacdo (QUMA,
http://quma.cdb.riken.jp/top/index.html) (Kumaki; Oda; Okano, 2008). As sequéncias de DNA
foram comparadas com as sequéncias de referéncia do GenBank (nimeros de acesso mostrados
na Tabela 2). Foram utilizadas apenas sequéncias originadas de clones com >90% de identidade
e conversdo de citosina (n = 348: LINE-1: 188; Satellite I: 160). A conversédo de citosinas nao-
CpG foi usada para calcular a eficiéncia do tratamento com bissulfito, e o padrdo de metilacdo
das citosinas CpG foi usado para identificar clones individuais de diferentes modelos de DNA.
Assim, cada clone de DNA individual foi determinado por seu padréo de metilagéo e considerado
como uma réplica. Em seguida, foi realizada uma analise comparativa de metilac&o de cada sitio
individual de CpG entre os grupos de tratamento. Uma andlise adicional também foi realizada
para comparar o nimero de alelos hipometilados (<20%) e alelos hipermetilados (>80%) entre os
tratamentos. Como a metilacdo de CpG de sitios especificos pode interferir na ligacdo de fatores
de transcricéo e, subsequentemente, afetar a abundéncia relativa de mRNA, o software TFBIND
INPUT (https://tfbind.hgc.jp/) foi usado para identificar possiveis locais de ligacéo de fatores de

transcricdo nessas regides.

2.7.  Vitrificagdo e aguecimento de blastocistos expandidos

Com o objetivo de elucidar a viabilidade e a qualidade embrionaria quanto a criotolerancia
dos embrides, a vitrificagdo foi realizada em cerca de 60 BX em D7 de cada tratamento, de
acordo com o método Cryotop®, conforme descrito anteriormente (Kuwayama et al., 2005)

com algumas modificagdes. As solucdes de vitrificacdo e manuseio foram pré-aquecidas a 38°C
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antes do uso. A solugdo de manutencao (SM) foi utilizada para manipular os embrides durante
a vitrificagdo e também serviu de base para as solucdes de vitrificacdo, constituidas por TCM-
199 com sais de Hank, L-glutamina e HEPES 25 mM (Gibco® BRL, Burlington, ON, Canada),
suplementado com 20% de SFB.

Os embrides de cada tratamento foram expostos a solucéo de vitrificagdo 1 (SV1), também
conhecida como solugdo de equilibrio, contendo 7,5% de etilenoglicol (EG) e 7,5% de
dimetilsulféxido (DMSO) dissolvidos em SM, por um periodo de 9 min. Posteriormente, foram
transferidos para a solucéo de vitrificacdo 2 (SV2), ou a solucéo final de vitrificacdo, composta
por 15% de EG, 15% de DMSO e 0,5 M de sacarose diluida em SM, por 45 s.

Um grupo de até 5 embribes foi posicionado em um dispositivo de vitrificacdo (WTA -
Solugdes para Reprodugdo Animal, Cravinhos, SP, Brasil), e todo o excesso de solugdo de
vitrificacdo foi removido até restar apenas uma fina camada inferior a 0,1 uL. Por fim, o

dispositivo contendo os embrides foi imediatamente imerso em nitrogénio liquido (Nz).

O processo de aquecimento e reidratagdo dos embrifes foi realizado a uma temperatura
controlada de 38,5°C., e imediatamente imersos na primeira solugdo de descongelamento
(SD1), contendo 1 M de sacarose diluida em SM, onde permaneceram por 1 min. Em seguida,
foram transferidos para a segunda solucdo de descongelamento (SD2), contendo 0,5 M de
sacarose diluida em SM, onde permaneceram por 3 min. Em seguida, os embrides foram
transferidos para 0 SM e mantidos por no minimo 5 min e no maximo 10 min até serem
transferidos de volta para a gota de cultivo correspondente ao grupo experimental, e foram
cultivados por mais 24 h. A reexpansdo, a eclosdo e a degeneracdo foram avaliadas 12 e 24 h
apos o descongelamento. Para cada dia de aquecimento e avaliacdo, um novo grupo controle
(Controle Fresco), ndo submetido ao processo de vitrificagdo e no mesmo estagio de

desenvolvimento dos embrides vitrificados, foi incluido em todas as avaliagdes.

2.8.  Numero total e porcentagem de células apoptoticas

Apos 24 h de descongelamento, os blastocistos reexpandidos foram analisados quanto ao
namero total e apoptotico de células (Fidelis et al., 2020). Embrides frescos foram usados como
controle dos embrides vitrificados. Para a marcacdo foi utilizado o kit Click-iT® TUNEL Alexa

Fluor®, com controle positivo (DNase), negativo e grupos experimentais submetidos a reacéo
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TdT e posteriormente a reacdo Click-iT. Posteriormente, os embrides foram corados com Hoechst
33342 e analisados em microscopio de fluorescéncia. Os filtros usados para capturar 0s
comprimentos de onda de excitacdo de 495/519 nm para Alexa Fluor 488 e 350/461 nm para
Hoechst 33342. Para cada blastocisto, o nimero total de células (coloracdo Hoechst 33342) e o
numero total de células apoptdticas (TUNEL) foram determinados. A porcentagem de células

apoptoticas foi entdo calculada com base nesses valores.

2.9.  Andlises estatisticas

As andlises foram realizadas usando os softwares GraphPad Prism 9 (GraphPad Software,
San Diego, California, EUA) e QUMA. Dados sobre taxas de clivagem, desenvolvimento de
blastocisto em D6 e D7, cinética de desenvolvimento embrionario, reexpanséo, eclosdo e
degeneracdo foram comparados entre 0s grupos experimentais usando o teste Qui-quadrado.
Além disso, os dados de niveis de ROS, atividade mitocondrial, area de goticulas lipidicas,
namero total de células, numero total de células apoptdticas e porcentagem de apoptose foram
comparados entre os tratamentos usando analise de variancia (ANOVA) de uma via seguida do
teste de teste de Tukey.

Os dados de abundéncia relativa de mRNA foram comparados entre 0s grupos experimentais
pela ANOVA seguida pelo teste de comparacdes multiplas de Tukey-Kramer ou quando
comparados dois a dois pelo teste t de amostras independentes. Os resultados sdo apresentados
como média + desvio padrdo (DP). A comparacao da metilacdo global de cada regido duas a
duas foi feita usando o teste de Mann-Whitney. Além disso, a analise comparativa de metilacédo
de sitio CpG individual foi realizada usando o teste exato de Fisher. Na analise de alelos
hiper/hipometilados, os grupos foram classificados como alta (>80%) e baixa (<20%)
metilacdo, os dados dessas analises foram comparados entre 0s grupos experimentais usando o

teste Qui-quadrado ou teste exato de Fisher quando comparados dois a dois.
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3. RESULTADOS
3.1. Efeito da melatonina na producéo e desenvolvimento embrionario

Os efeitos da melatonina na producdo embrionaria e na cinética do desenvolvimento foram
avaliados utilizando um total de 5.806 ovdcitos, dos quais 2.373 embrides foram produzidos,
resultando em uma taxa media de producéo de 40,87% em vinte e uma repetices.

Conforme apresentado na Tabela 3, ndo houve diferencas significativas entre os tratamentos
nos dias 2 (D2) e 6 (D6) de cultivo. No entanto, no dia 7 (D7), o grupo controle apresentou uma
taxa significativamente menor de formacéo de blastocistos em comparagdo com todos 0s grupos
suplementados com melatonina. Entre os tratamentos com melatonina, o grupo MIV néo diferiu
significativamente (p > 0,05) dos grupos CIV e MIV/CIV, os quais, por sua vez, diferiram entre
si (p <0,05).

Tabela 3. Producédo in vitro de embrides bovinos submetidos a diferentes tratamentos com

suplementacdo de melatonina nos meios de cultivo.

Tratamento N. Ovdcitos Clivagem (D2) Blastocisto (D6) Blastocistos (D7)
Controle 1356 1132 (83.48%) 102 (7.52%) 481 (35.47%)
MIV + MIt 1540 1295 (84.09%) 124 (8.05%) 659 (42.79%)"°
CIV + Mit 1533 1299 (84.74%) 114 (7.44%) 677 (44.16%)°
MIVICIV + Mt 1377 1150 (83.51%) 108 (8.84%) 556 (40.38%)°

Grupo controle: sem adi¢do de melatonina. N: nimero; D2: segundo dia; D6: sexto dia; D7: sétimo dia; MiIt:
melatonina; MIV: maturacéo in vitro ; CIV: cultivo in vitro.
abcv/alores com letras diferentes dentro das mesmas colunas sdo significativamente diferentes (p < 0,05).

Em relagdo a cinética do desenvolvimento embrionario mostrada na Tabela 4, foram
observadas diferencas (p < 0,05) nos estagios de blastocisto inicial (Bl) e blastocisto (BL) no
dia 6 (D6) entre o grupo controle e todos 0s grupos tratados com melatonina. Ainda no D6, no
estagio BX, o grupo CIV + Mit foi o unico tratamento com melatonina que diferiu (p < 0,05)

do controle. No entanto, no D7, os embrides dos grupos tratados com melatonina exibiram uma
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taxa de desenvolvimento mais rapida, como evidenciado por uma maior porcentagem (p<0,05) de blastocistos eclodidos em comparacdo com o

grupo controle.

Tabela 4. Desenvolvimento embrionario as 144 horas (D6) e 168 horas (D7) pos-inseminagdo sob diferentes tratamentos com suplementagéo de

melatonina nos meios de producdo in vitro.

Blastocisto (D6)

Blastocisto (D7)

Tratamento
BI BL BX BE Total BI BL BX BE Total
Controle 79 (77.5%)?2 22 (21.6%)? 1 (0.9%)? 0 (0.0%) 102 63 (13.1%) 139 (28.9%) 272 (56.5%) 7 (1.5%)? 481
MIV + Mlt 72 (58.0%)P 47 (37.9%)° 5 (4.1%)® 0 (0.0%) 124 84 (12.7%) 195 (29.5%) 357 (54.2%) 23 (3.6%)° 659
CIV + Mlt 69 (60.5%)P 38 (33.3%)" 7 (6.2%)° 0 (0.0%) 114 82 (12.1%) 180 (26.6%) 392 (57.9%) 23 (3.4%)P 677
MIVICIV + MIt 60 (55.5%)P 43 (39.8%)"° 5 (4.7%)® 0 (0.0%) 108 72 (12.9%) 146 (26.2%) 309 (55.6%) 29 (5.3%)° 556

Grupo controle: sem adi¢do de melatonina. N: ndmero; D2: segundo dia; D6: sexto dia; D7: sétimo dia; MIt: melatonina; MIV: maturacdo in vitro; CIV: cultivo in vitro; Bl:

blastocisto inicial; BL: blastocisto; BX: blastocisto expandido; BE: blastocisto eclodido.

abc\/alores com letras diferentes dentro das mesmas colunas sdo significativamente diferentes (p < 0,05).
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3.2. Efeito da melatonina nos niveis de EROS

Conforme mostrado na Figura 1, os niveis de EROs, medidos pela intensidade de
fluorescéncia do corante H.DCFDA, foram menores (p < 0,05) nos grupos suplementados com
melatonina: MIV + Mt (43,2 + 4,5%), CIV + MIt (41,8 + 4,4%) e MIV/CIV + MIt (41,4 +

4,1%) em comparacdo com o grupo Controle (78,1 £ 9,7%).

Controle MIV + Mt CIV + Mt MIVl\l/ﬁIV +
t

100

80

60

40-

20

<
|

Média de Intensidade de Fluorescéncia F
EROS (valores arbitrarios) j

Figura 1. Niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs) intracelulares avaliados por H,.DCFDA em diferentes
grupos de tratamentos. (1) Controle: sem adi¢do de melatonina; (2) MIV + MIt: melatonina adicionada durante a
maturacdo in vitro; (3) CIV + MIt: melatonina adicionada durante o cultivo in vitro; (4) MIV/CIV + Mit:
melatonina adicionada durante a maturagdo e cultivo in vitro.

abe vzalores com letras sobrescritas diferentes entre colunas sdo significativamente diferentes (p < 0,05) .

3.3.Efeito da melatonina na atividade mitocondrial, acimulo de goticulas lipidicas e
namero total de células

Os resultados da atividade mitocondrial, acimulo de goticulas lipidicas e contagem total de

células sdo apresentados na Figura 2. O conteudo lipidico foi menor em todos os grupos tratados

com melatonina em comparag¢do com o grupo controle (23,91 + 6,37%). A maior reducao foi
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observada no grupo em que a melatonina esteve presente durante as duas etapas, MIV/CIV +
MIt (10,56 + 3,02%). No entanto, o grupo em que a melatonina foi suplementada apenas durante
a CIV (13,72 + 4,56%) apresentou reducdo intermediéria, estatisticamente semelhante aos
outros dois grupos tratados com melatonina, apenas na MIV (16,26 *+ 3,36%) e presente em
ambas as etapas (p < 0,05).

Ao contrario do conteudo lipidico, a atividade mitocondrial foi maior em todos os grupos
tratados com melatonina em comparacdo com o Controle. A maior atividade mitocondrial foi
observada nos grupos em que a melatonina estava presente durante a MIV (MIV + Mlt e
MIV/CIV + MIt), que foram estatisticamente semelhantes entre si (p > 0,05). No entanto,
ambos apresentaram atividade significativamente maior (p < 0,05) do que o grupo CIV + MIt,
que teve um aumento intermediario.

Em relacdo a contagem total de células, avaliada usando Hoechst 33342, ndo foram
observadas diferencas significativas (p > 0,05) entre os grupos Controle, MIV + Mlt, CIV +
Mlt e MIV/CIV + Mit.
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Figura 2. Niveis de goticulas lipidicas intracelulares em blastocistos avaliados por BODIPY 493/503, niveis de
atividade mitocondrial avaliados por Mito Tracker Deep Red e contagem total de células por Hoechst 33342 em
diferentes grupos de tratamentos. (1) Controle: sem adigdo de melatonina; (2) MIV + MIt: melatonina adicionada
durante a maturacdo in vitro ; (3) CIV + MIt: melatonina adicionada durante o cultivo in vitro ; (4) MIV/CIV +
MIt: melatonina adicionada durante a maturacéo e cultivo in vitro.

abc \/alores com letras sobrescritas diferentes entre colunas sdo significativamente diferentes pelo ANOVA (p <
0,05).

3.4. Efeito da melatonina na criotolerancia de embrides

Em relacdo a criotolerancia embrionaria, ndo foram observadas diferengas (p > 0,05) entre
0s grupos de tratamento (p > 0,05), em termos de desenvolvimento, degeneracao e reexpansao

embrionaria 12 ou 24 horas apés o descongelamento (Tabela 5).

Da mesma forma, ndo foram detectadas diferencas (p > 0,05) entre os tratamentos na analise
do numero total de células e porcentagem de células apoptoticas (Tabela 6). Todas essas
analises também foram avaliadas no grupo de embrides frescos (controle de embrides

vitrificados) e foram incluidas nas analises estatisticas (Tabelas 5 e 6).
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Tabela 5. Taxas de blastocistos expandidos, eclodidos, degenerados, ndo reexpandidos e reexpandidos 12 e 24 horas ap0s o reaquecimento de

embrides produzidos in vitro na presenca ou auséncia de melatonina.

12h p6s-reaguecimento

24h pés-reaquecimento

Tratamento Aquecidos BX BE DEG NR Reexpandidos BX BE DEG NR Reexpandidos
Controle 29 32 (65.31%) 5 (10.20%) 3 (6.12%) 9 (18. 37%) 37 (75.51%) 23 (46.94%) 14 (28.57%) 36.12%) 9 (18.37%) 37 (75.51%)
MIV + Mit 53 35 (66.04%) 8 (15.09%) 4 (7.55%) 6 (11.329%) 43 (81.13%) 22 (41.51%) 21 (39.62%) 4(755%) 6 (11.32%) 43 (81.13%)
CIV + Mt 63 41 (65.08%) 11 (17.46%) 4 (6.35%) 7 (11.11%) 52 (82.54%) 25 (39.68%) 27 (42.86%) 4(635%)  7(1111%) 52 (82.54%)
MIV/CIV + Mit 51 33 (64.71%) 6 (11.76%) 4 (7.84%) 8 (15.69%) 39 (76.47%) 21 (41.18%) 18 (35.29%) 4(7.84%) 8 (15.69%) 39 (76.47%)

Grupo controle: sem adicdo de melatonina. MIt: melatonina; MIV: maturacdo in vitro; CIV: cultivo in vitro; BX: blastocisto expandido; BE: blastocisto eclodido, DEG:

degenerado; NR: ndo reexpandido.

a.b.¢ \alores com letras diferentes dentro das mesmas colunas sdo significativamente diferentes (p < 0,05).

Tabela 6. Numero total de células, nimero de células apoptoticas e proporc¢do de células apoptoticas em blastocistos expandidos 24 horas apds o

reaquecimento, produzidos in vitro na presenca ou auséncia de melatonina.

Tratamentos N. Embrides Total células Total células apoptéticas Taxa apoptotica (%)
Controle Fresco 22 186.50 + 14.41 14.09 + 3.22 7.60 +1.83
Controle 24 181.67 +17.37 13.75+£3.35 7.64 £1.96
MIV + MIt 20 181.50 £9.12 13.90 £ 3.51 7.72+£215
CIV + Mlt 19 185.84 +15.21 13.05+3.91 7.06 +2.13
MIVICIV + Mlt 21 179.48 + 15.62 12.95+3.73 7.19+1.91
Grupo controle: sem adicdo de melatonina. MIt: melatonina; MIV: maturac&o in vitro; CIV: cultivo in vitro; N: ndmero.
b, ¢ Valores com letras diferentes nas mesmas colunas sdo significativamente diferentes (p <

0,05).
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3.5.Quantificacdo da abundéancia relativa de mRNA

A Figura 3 mostra a analise dos niveis de mMRNA para os genes SOD1, GSS, CAT, CPT1A,
PLIN2, PPARY, TET1, TET2, TET3, DNMT3A ¢ DNMT3B em blastocistos. Dentre todos os
genes avaliados, apenas a glutationa sintetase (GSS) apresentou diferenca significativa (p <
0,05) entre os grupos MIV + Mlt e CIV + MIt, com maiores niveis de transcritos no grupo MIV.

Quando cada grupo tratado com melatonina foi comparado individualmente com o controle,
foram observados padrdes de transcritos distintos de genes relacionados ao estresse oxidativo
(SOD1, CAT e GSS) (Figura 4). O grupo CIV + MIt apresentou niveis mais baixos de
transcritos de SOD1, CAT e GSS em comparagdo com o controle (p < 0,10), enquanto o grupo
MIV + Mt exibiu uma abundéancia relativa de mRNA aumentada de GSS (p < 0,10).

Em relagdo aos genes associados ao metabolismo lipidico (CPT1A, PLIN2 e PPARY) (Figura
5), ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre o grupo controle e 0s
grupos tratados com melatonina (p > 0,05).

Em contraste, foram observadas diferencas na abundancia relativa de mRNA dos genes
relacionados a reprogramacéo epigenética (DNMT3A, DNMT3B, TET1, TET2, TET3) (Figura
6 e 7). Os niveis de mRNA de TET1 foram significativamente menores no grupo CIV + MIt
em comparacdo ao grupo controle (p < 0,05), enquanto os niveis de TET3 foram
significativamente maiores nesse mesmo grupo (p < 0,05). Além disso, a abundancia relativa
de mMRNA de DNMT3A foi reduzida no grupo MIV/CIV + MIt em relacdo ao controle (p <
0,05).
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Figura 3. Niveis de transcritos de genes relacionados & reprogramacdo epigenética - DNMT3A (DNA
metiltransferase 3 alfa), DNMT3B (DNA metiltransferase 3 beta), TET1 (Translocagdo Ten-Eleven metilcitosina
dioxigenase 1), TET2 (Translocagdo Ten-Eleven metilcitosina dioxigenase 2) e TET3 (Translocacdo Ten-Eleven
metilcitosina dioxigenase 3); estresse oxidativo - SOD1 (Superoxido Dismutase 1), GSS (Glutationa Sintetase) e
CAT (Catalase); e metabolismo lipidico - CPT1A (Carnitina Palmitoiltransferase 1A), PLIN2 (Perilipina 2) e
PPARy (Peroxisoma Proliferator-Activated Receptor Gamma). Foram avaliados 25 blastocistos expandidos
bovinos do dia 7 para cada tratamento, analisados em triplicata. Comparacdo de todos os grupos entre si pelo teste
ANOVA.
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Figura 4. Niveis de transcritos de genes relacionados ao estresse oxidativo, SOD1 (Superéxido Dismutase 1), GSS

(Glutationa Sintetase) e CAT (Catalase). Foram avaliados blastocistos expandidos de dia 7 de desenvolvimento.

Foram avaliados 25 blastocistos expandidos bovinos do dia 7 para cada tratamento, analisados em triplicata.

Comparacao feita de cada grupo contendo melatonina com o controle pelo teste t.
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Figura 5. Niveis de transcritos de genes relacionados ao metabolismo lipidico, CPT1A (Carnitina
Palmitoiltransferase 1A), PLIN2 (Perilipina 2) e PPARy (Peroxisoma Proliferator-Activated Receptor Gamma).
Foram avaliados 25 blastocistos expandidos bovinos do dia 7 para cada tratamento, analisados em triplicata.

Comparacao feita de cada grupo contendo melatonina com o controle pelo teste t.
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Figura 6. Niveis de transcritos de genes relacionados a reprogramacdo epigenética - DNMT3A (DNA
metiltransferase 3 alfa), DNMT3B (DNA metiltransferase 3 beta). Foram avaliados 25 blastocistos expandidos
bovinos do dia 7 para cada tratamento, analisados em triplicata. Comparacdo feita de cada grupo contendo
melatonina com o controle pelo teste t.
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Figura 7: Niveis de transcritos de genes relacionados a reprogramacao epigenética - TET1 (Dioxigenase 1 de
Translocagdo Ten-Eleven), TET2 (Dioxigenase 2 de Translocacdo Ten-Eleven) e TET3 (Metilcitosina dioxigenase
3 de Translocagdo Ten-Eleven). Foram avaliados 25 blastocistos expandidos bovinos do dia 7 para cada
tratamento, analisados em triplicata. Comparacéo feita de cada grupo contendo melatonina com o controle pelo
teste t.
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3.6.  Efeito da melatonina no perfil de metilacdo do DNA

Foi avaliado o perfil de metilacdo em regides de sequéncias repetitivas de DNA (Satellite 1
e LINE-1). Os resultados sdo mostrados nas Figuras 8, 9 e 10. Em relacdo ao padréo de
metilacdo global do Satellite I (Figura 8A), ndo foram observadas diferencas entre 0s grupos
tratados com melatonina e o controle (p > 0,05). Todos os grupos exibiram um padrédo
hipometilado. Da mesma forma, para o gene LINE-1 (Figura 9A), o padréo de hipometilacdo
foi observado em todos os tratamentos. No entanto, ao comparar o grupo MIV + Mlt (5,0% +
10,9) com o controle (10,1% * 17,8), o grupo MIV + MIt exibiu significativamente menos
metilacao (p<0,05) (Figura 9A).

Em seguida, analisamos a porcentagem de metilacdo em cada sitio CpG individualmente
para o Satellite 1 (Figura 8B). Em todas as situacdes em que ocorreram diferencas, 0S grupos
tratados com melatonina exibiram CpGs menos metilados em comparag¢ao com o grupo controle
(p < 0,10) (Figura 8B). No LINE-1 (Figura 9B), o grupo exposto a melatonina durante a
maturacdo e a cultivo (MIV + MIt) diferiu do controle nos sitios CpG 22 e 23, com 0S grupos
tratado com melatonina apresentando uma metilagdo do DNA significativamente menor (p <
0,05.

Além disso, na analise comparativa da metilacdo por CpG do Satellite I e LINE-1 (figuras
8B e 9B, respectivamente), observou-se que a CpG 18 e as CpGs 22/23 do Satellite | e LINE-
1, respectivamente, foram diferencialmente metiladas entre o controle e o tratamento CIV +
MIt. A metilacdo de CpGs especificos pode afetar a ligacdo de fatores de transcricdo e,
consequentemente, a abundancia relativa de mRNA. Portanto, o software TFBIND INPUT
(https://tfbind.hgc.jp/) foi utilizado para pesquisar se as sequéncias proximas a esses sitios
CpGs poderiam ser sequéncias de ligacdo de fatores de transcricdo. Nessas regides contendo
essas CpGs, a sequéncia de consenso  encontrada MO00211  V3$PADS
(NGTGGTCTCGAGGCCACG) teve similaridade de 0,87 (em uma escala de 0,0 — 1,0) com a
sequéncia de ligagdo do fator de transcrigdo PAX. Esta corresponde ao dominio de ligagdo ao
DNA da proteina PAX (fatores de transcri¢do de dominio pareado), de acordo com o banco de
dados TRANSFAC®.
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Figura 8. Perfil de metilacdo do DNA do Satellite I. (A) Perfil de metilagdo global da regido Satellite | entre os
grupos controle e melatonina. Os circulos pretos representam citocinas metiladas e os circulos brancos representam
citosinas ndo metiladas. (B) Analise comparativa da metilacdo por sitios CpG entre 0s grupos controle e
melatonina. Cada linha representa um clone de DNA individual e cada circulo representa um dinucleotideo CpG.
A porcentagem de metilagdo do DNA para cada tratamento (Controle; MIV + Mlt; CIV + MIt; MIV/CIV + MIt) é
representada como média + desvio padrao da média. (1-23) representa o nimero de CpGs de cada amostra. Valores
de p < 0,10 sdo mostrados. O teste de Mann-Whitney foi usado para analise de metilagdo global, enquanto o teste
exato de Fisher foi usado para comparacao por sitio CpG.
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Figura 9. Perfil de metilagdo do DNA LINE-1. (A) Perfil de metilacdo global da regido LINE-1 entre os grupos
controle e melatonina. Os circulos pretos representam citocinas metiladas e os circulos brancos representam
citosinas ndo metiladas. (B) Analise comparativa da metilacdo por sitios CpG entre os grupos controle e
melatonina. Cada linha representa um clone de DNA individual e cada circulo representa um dinucleotideo CpG.
A porcentagem de metilagdo do DNA para cada tratamento (Controle; MIV + Mit; CIV + MIt; MIV/CIV + MIt) é
representada como média + desvio padrao da média. (1-23) representa o nimero de CpGs de cada amostra. Valores
de p 0,10 sdo mostrados. O teste de Mann-Whitney foi usado para analise de metilagdo global, enquanto o teste
exato de Fisher foi usado para comparacéo por sitio CpG.
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Na analise dos alelos hiper e hipometilados (>80% e <20%, respectivamente) (Figura 10),
os dados referentes a regido Satellite | (Figura 10A) mostraram que o tratamento CIV + Mt
apresentou um numero significativamente maior de alelos hipometilados (<20%) em
comparacdo ao controle (p < 0,05). Em relacdo a regido LINE-1 (Figura 10B), todos os
tratamentos contendo melatonina, assim como o controle, apresentaram maior frequéncia de

alelos hipometilados (<20%).
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Figura 10. Comparacéo entre frequéncia/nimero de alelos hiper/hipometilados (80/20%). A: regido Satellite I. B:
regido LINE-1 Os dados foram comparados entre 0s grupos experimentais usando o teste Qui-quadrado ou o teste
exato de Fisher qguando comparados ao controle com os grupos melatonina.
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4. DISCUSSAO

A melatonina surge como uma opcao promissora para melhorar a eficiéncia da PIVE, ndo
apenas por seu conhecido potencial antioxidante, mas também por suas acdes benéficas
adicionais sobre 0o metabolismo e mecanismos epigenéticos. Portanto, neste estudo, nosso
objetivo foi examinar esses efeitos em embrides bovinos e determinar o periodo ideal durante

a PIVE, quando a melatonina oferece os maiores beneficios.

Inicialmente, avaliamos a producdo de blastocisto nos diferentes tratamentos. Nossos
resultados mostraram que a suplementacdo de melatonina nao afetou a taxa de clivagem ou a
formacéo de blastocisto no D6, mas teve um impacto significativo no D7, onde todos os grupos
tratados com melatonina exibiram uma taxa de blastocisto mais alta do que o controle. Esse
achado estd de acordo com estudos anteriores, que também mostraram melhora ao usa-la
durante a M1V em bovinos (Tian et al., 2014; Wang et al., 2017; Yang et al., 2017; Zhao et al.,
2018) e CIV (Wang et al., 2014a, 2014b: Lira et al., 2020). Embora poucos estudos tenham
avaliado os efeitos da suplementacdo de melatonina ao longo de todo o processo de PIVE,
nossos achados demonstram que seu impacto positivo na producdo de blastocisto é mantido

independentemente do momento ou duragdo da suplementacao.

Esses efeitos benéficos da melatonina podem ser atribuidos principalmente as suas
propriedades antioxidantes, pois reduz as EROs, neutralizando diretamente os radicais livres,
hidroxilas (OH"), superoxidos (O2) e peroxidos de hidrogénio (H202), que sdo 0s mais
abundantes e prejudiciais ao ambiente biologico. No entanto, embora os grupos MIV + Mlt e
CIVIMIV + Mlt tenham tido melhor desempenho do que o controle, estes foram inferiores ao
grupo CIV + MIt em termos de producdo de embrides. Esse achado sugere que a exposic¢ao a
melatonina por apenas 24 h, como ocorre na MIV, pode ser insuficiente para alcancar 0s
mesmaos beneficios observados com a suplementacéo durante a CIV, e que a exposi¢éo continua

a melatonina durante a MIV e a CIV ndo oferece vantagens adicionais, ao contrario de nossas
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expectativas iniciais. Em vez disso, a exposicdo prolongada pode ter induzido um efeito
negativo, possivelmente devido a regulagdo excessiva das vias metabolicas e da sinaliza¢do
celular, fendmeno também observado anteriormente em um estudo que utilizou melatonina em

MIV e CIV, em conjunto, na producdo in vitro de embrides bovinos (Marques et al., 2018).

O efeito positivo da melatonina também foi evidente na cinética do desenvolvimento, um
importante indicador da qualidade embrionéria (Wang et al., 2014b; Yang et al., 2017). O
desenvolvimento embrionario mais rapido observado nos grupos tratados pode ser o resultado
das acBes combinadas da melatonina na protecdo contra o estresse oxidativo, mediando a
progressdo do ciclo celular e regulando a apoptose. Esses mecanismos contribuem
coletivamente para um ambiente mais favoravel para o desenvolvimento embrionario oportuno,
resultando em embrides de maior qualidade, como evidenciado por sua cinética de
desenvolvimento acelerada. Isso é ainda corroborado pelos niveis reduzidos de EROs que
observamos nos grupos tratados com melatonina, reforcando seu papel protetor. Consistente
com nossos achados, estudos anteriores relataram reducfes semelhantes nas EROs ap6s 0 uso
de melatonina tanto no MIV quanto no CIV de bovinos (Gao et al., 2012; Su et al., 2015; Yang
et al., 2017; Marques et al., 2018) atribuido as suas propriedades diretas de eliminacdo de
radicais livres e sua capacidade de regular positivamente enzimas antioxidantes enddgenas,
como SOD e CAT (Cavallari et al., 2019). Essas enzimas desempenham um papel crucial na
manutencdo da homeostase redox dentro das células, apoiando ainda mais a viabilidade e o
desenvolvimento do embrido (Rodriguez et al., 2004). Apesar dos beneficios na producéo e
cinética de embribes, ndo houve diferenca no numero total de células nos tratamentos com a
auséncia ou presenca de melatonina nos meios de cultivo. 1sso sugere que a melatonina pode
ter efeitos benéficos na qualidade do desenvolvimento embrionario e na protecdo contra 0
estresse oxidativo sem afetar diretamente o nimero de células, o que também foi encontrado

em outros trabalhos em bovinos usando melatonina em MIV e CIV (Marques et al., 2018).

Devido aos efeitos antioxidantes observados da melatonina, analisamos a abundéncia
relativa de mRNA relacionados ao estresse oxidativo com o objetivo de compreender melhor
0s mecanismos moleculares envolvidos na sua a¢éo. Ja foi relatado que a melatonina ndo apenas
atua diretamente como eliminadora de radicais livres, mas também influencia vias antioxidantes
por meio de seus receptores de membrana, ativando a via de sinalizagdo Nrf2 (Ahmadi;
Ashrafizadeh, 2020). Esse fator de transcrigdo regula a abundancia relativa de mRNA de genes
como GSS (envolvido na sintese de glutationa), SOD1 e CAT (Ahmadi; Ashrafizadeh, 2020).
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Em nosso estudo, ao comparar todos os tratamentos simultaneamente, observamos que
apenas o grupo MIV + MIt apresentou niveis significativamente mais elevados de transcritos
de GSS em relagdo ao grupo CIV + MiIt. No entanto, quando cada tratamento foi comparado
individualmente ao controle, os embrides do grupo CIV + MIt exibiram niveis mais baixos de
transcritos para esses genes relacionados ao estresse oxidativo. Isso pode refletir uma
necessidade reduzida de respostas antioxidantes endogenas devido ao efeito protetor direto da
melatonina. Tal resposta sugere um ambiente redox mais estavel, no qual os embrides
dependem de proteinas antioxidantes preexistentes em vez de regular positivamente a
transcricdo génica, indicando uma condicdo menos estressante e mais favoravel para o
desenvolvimento embrionério. Esses achados moleculares corroboram nossos resultados de
desenvolvimento embrionério, indicando que, no D7 do cultivo in vitro, o grupo CIV + MIt ndo
apenas apresentou desempenho superior em termos de desenvolvimento em compara¢ao com
0s demais grupos tratados com melatonina, como também foi o Unico a exibir alteracdes
moleculares significativas em relacdo ao controle. Em conjunto, essas evidéncias reforcam a
hipotese de que a melatonina promove um ambiente mais estavel e propicio ao desenvolvimento

embrionario, sobretudo quando suplementada durante a fase de CIV.

Considerando que a melatonina foi recentemente relatada como reguladora do metabolismo
lipidico em ovacitos suinos (Jin et al., 2017, 2022), investigamos esse efeito em embrides
bovinos. De fato, nossos resultados demonstraram que a melatonina reduziu o acimulo de
goticulas lipidicas em embrides bovinos em todos os grupos. Este efeito pode ser mediado pela
regulacdo da melatonina das principais enzimas metabdlicas, promovendo a utilizacdo de
lipidios e reduzindo o armazenamento, aumentando a lipdlise e a B-oxidacéo de acidos graxos
(Jin et al., 2017, 2022). Foi também observado que esse efeito de reducdo lipidica foi mais
pronunciado com a exposi¢do continua a melatonina durante a MIV e a CIV, reforgando a
ligacdo entre o conteddo lipidico do ovdcito e os estoques lipidicos embrionarios (De Lima et
al., 2023). Para obter uma visao mais profunda dos mecanismos moleculares subjacentes a essa
reducdo fenotipica, analisamos a expresséo de genes-chave envolvidos no metabolismo lipidico
(CPT1A, PLIN2 e PPARY). No entanto, apesar da diminui¢do observada nas goticulas lipidicas,
ndo detectamos alteracOes significativas na quantidade de transcritos desses genes. Essa
discrepancia pode ser devido a efeitos em outras vias metabdlicas ndo avaliadas aqui, como,
por exemplo, a via AMPK ou SIRT1 (Vasconcelos et al., 2024). No geral, esses achados

sugerem que a influéncia da melatonina no conteudo lipidico provavelmente envolve
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mecanismos regulatérios mais amplos além da regulacdo direta da abundancia relativa de
MRNA.

Os lipidios sdo uma fonte priméaria de energia por meio da B-oxidacdo nas mitocéndrias, o
gue motivou a investigacdo da atividade mitocondrial. Observou-se que o grupo controle
apresentou menor atividade mitocondrial em comparacao aos grupos tratados com melatonina.
A reducdo nos estoques lipidicos intracelulares sugere maior oxidacéo de &cidos graxos pelas
mitocdndrias para a geracdo de ATP. Estudos anteriores associam esse menor acimulo de
lipidios ao aumento da p-oxidacdo mitocondrial, producdo de energia e melhor
desenvolvimento embrionario (Jin et al., 2017, 2022; Vasconcelos et al., 2024). No entanto,
guando a melatonina foi usada apenas na CIV, a atividade mitocondrial foi menor do que nos
outros grupos tratados. Pesquisas indicam que a melatonina regula a atividade mitocondrial em
ovocitos suinos durante a maturacao (Liang et al., 2017; Jin et al., 2017, 2022) e promove a
biogénese mitocondrial por meio da ativacdo de genes especificos (Izyumov et al., 2010).
Assim, a exposicdo a melatonina durante a MIV pode induzir adaptacfes mitocondriais
precoces, explicando a menor atividade mitocondrial no grupo suplementado apenas durante a
CIV.

Também avaliamos se a suplementacdo de melatonina poderia melhorar a criotolerancia de
embribes produzidos in vitro. Apesar de seus efeitos benéficos sobre o estresse oxidativo e 0
desenvolvimento embrionario, ndo foram observadas diferencas significativas entre os grupos
nas taxas de apoptose ou sobrevida apds a criopreservacdo (Marques et al., 2021). Esses
resultados sugerem que, embora a melatonina melhore certos aspectos da qualidade do embrido,
ela ndo melhora diretamente a resisténcia a vitrificacdo e ao aquecimento. Esse resultado foi
inesperado, pois a melatonina reduziu fenotipicamente o acumulo de goticulas lipidicas, um
efeito geralmente associado a melhora da criotolerancia. No entanto, essa falta de efeito pode
ser atribuida a natureza multifatorial da criotolerancia, que € influenciada ndo apenas pelo
estresse oxidativo, mas também por fatores como compactacdo celular, diferenciagéo,
integridade gendmica, organizacdo citoplasmatica e estabilidade da membrana, aspectos que
podem néo ter sido suficientemente modificados pela suplementacdo de melatonina (Ferré et
al., 2020a; Salek et al., 2025).

Além de seus efeitos antioxidantes e metabdlicos, a melatonina tem sido recentemente
associada a regulacdo da reprogramacdo epigenetica, um processo essencial para o

desenvolvimento embrionario adequado (Korkmaz; Reiter, 2008; Su et al., 2015b; Liang et al.,
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2017; Tutt et al., 2023). Diante disso, investigamos se a suplementacdo com melatonina poderia
influenciar eventos epigenéticos em embrides bovinos. Para isso, inicialmente quantificamos
os niveis de mRNA das principais enzimas envolvidas nos processos de metilacdo e
desmetilacdo do DNA. Comparando cada tratamento com o controle, observamos que 0s niveis
de transcritos dos genes TET1 e TET3 foram alterados no grupo CIV + Mlt. Especificamente,
este grupo apresentou niveis aumentados de MRNA de TET3 e reducdo de transcritos de TET1,
sugerindo que a melatonina influencia a reprogramacdo epigenética de maneira estagio-

especifica.

Estudos sugerem que o TET 1 desempenha um papel essencial na manutencdo de células-
tronco embrionarias, especialmente regulando a abundéancia relativa de mRNA de genes
pluripotentes como o Nanog e OCT4. Sua auséncia leva ao aumento da metilagdo nos
promotores e perda do estado pluripotente, porém sua superexpressao nao causa reducdo geral
de 5mC como TET3 (lto et al., 2010; Montgomery; Uh; Lee, 2024). Por outro lado, o TET 3,
atua principalmente nos estagios iniciais de desenvolvimento, como o zigoto, e esta envolvido
na desmetilacdo do DNA paterno pés-fecundacdo. (Ito et al., 2010; Zhang et al., 2020;
Montgomery; Uh; Lee, 2024). Além disso, o grupo MIV/CIV + MIt apresentou uma reducao
significativa na abundéncia relativa de mMRNA de DNMT3A, o que pode indicar uma potencial
retomada ativa de metilacdo de novo, necessario para a estabilizacdo dos perfis epigenéticos
apos a desmetilacdo (Okano et al., 1999). Para complementar os dados de abundancia relativa
de mRNA e obter insights mais profundos sobre o impacto epigenético da melatonina,

avaliamos os padr@es globais de metilacdo do DNA.

Para avaliar o padrdo de metilacdo do DNA, usamos dois DNA repetitivos especificos,
Satellite I ( Silveiraetal., 2018; De Oliveira Leme et al., 2025) e um LINE-1 (Spadafora, 2015),
que sdo sequéncias de DNA altamente repetitivas e distribuidas ao longo do genoma,
constituindo uma parte consideravel dos genomas eucariéticos (Lépez-Flores; Garrido-Ramos,
2012; Pezer et al., 2012; Spadafora, 2015). Portanto, eles podem refletir padrdes especificos de
metilacdo do DNA em todo o genoma. Em nosso estudo, a Unica diferenca detectada foi que o
grupo MIV + Mit apresentou menor nivel de metilacdo na regido LINE-1 em comparacdo com
o controle, sugerindo que a exposi¢do a melatonina durante a MIV pode estar envolvida na
regulagcdo epigenética de elementos repetitivos. Um padrdo semelhante foi observado no
Satellite 1 de blastocistos derivados de PIVE, onde a hipometilacdo também foi detectada (
Kaneda et al., 2011; De Oliveira Leme et al., 2025).
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A porcentagem de metilacdo de cada sitio CpG no Satellite | foi avaliada, o tratamento CIV
+ MIt apresentou um maior nimero de CpG (9) menos metilado em comparagdo com o controle,
indicando que a melatonina também pode afetar especificamente a metilacdo genémica durante
0 cultivo de embrides. Esses achados corroboram estudos anteriores que demonstram a
influéncia da melatonina na regulacdo epigenética em embrides clones suinos, interferindo
tanto na metilagdo do DNA quanto nos perfis de abundancia relativa de mRNA (Liang et al.,
2017; Qu et al., 2020) Na anélise da hiper/hipometilagédo dos alelos, observamos que no grupo
CIV + MIt no Satellite I, havia mais alelos hipometilados do que no grupo controle,
corroborando os demais achados desse mesmo tratamento em outras analises comentadas

acima.

A andlise de metilacdo do Satellite | e LINE-1 revelou que alguns sitios especificos de CpG
(DMCs) dentro desses elementos repetitivos foram hipometilados no grupo CIV + MIt em
comparacdo com o controle. Embora essas alteracbes ndo caracterizem uma regido
diferencialmente metilada (DMR), algumas das sequéncias em torno dessas DMCs mostraram
alta semelhangca com motivos/sequencias conhecidos de ligacdo a fatores de transcricéo,
particularmente aqueles reconhecidos pelas proteinas da familia PAX. A presenca desses
motivos sugere que tais regiBes podem ser potenciais locais de ligacdo para fatores de
transcricdo PAX, cuja capacidade de se ligar ao DNA pode ser influenciada pelo estado de
metilacdo da sequéncia alvo. Os membros da familia de genes PAX, sdo os principais
reguladores do desenvolvimento embrionario e da organogénese - incluindo musculos, rins,
crista neural e formacao de olhos (Noll, 1993; Dahl; Koseki; Balling, 1997; Wang et al., 2008;
Blake; Ziman, 2014; Paix&o-Cortes; Salzano; Bortolini, 2015; Shaw; Barr; Uren, 2024). Além
de seu papel classico na ligacdo ao DNA e na regulacdo transcricional, as proteinas PAX podem
recrutar complexos de remodelacdo da cromatina que influenciam a conformacéo da cromatina
por meio de marcas de histonas ativadoras ou repressivas (Kim et al., 2009; Patricio et al., 2013;
Mayran; Pelletier; Abraham et al., 2015; Drouin, 2015). Portanto, a hipometilagcdo observada
pode mediar a acessibilidade ou afinidade de ligacdo dos fatores PAX a essas regides,
influenciando a abundéncia relativa de mRNA, embora essa hipdtese ndo tenha sido mais

explorada no presente estudo.

Em conjunto, os dados sugerem que o efeito da melatonina nas marcas epigenéticas é
dependente do estagio em que ela é adicionada ao sistema, 0 que reforca a importancia do tempo
em sua suplementacdo durante a producao de embrides in vitro. Notadamente, no grupo CIV +
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MIt, houve um aumento de transcritos de TET3 e uma diminui¢cdo nos transcritos de TET1 -
enzimas envolvidas na desmetilacdo do DNA, respectivamente, acompanhadas por uma maior
proporcdo de CpGs e alelos hipometilados na regido Satellite 1. Esses achados destacam a fase

CIV como uma janela critica para a regulacao epigenética da melatonina.
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5. CONCLUSAO

Os resultados apresentados neste estudo indicam que a suplementacdo com melatonina
durante o cultivo in vitro (CIV) é a estratégia mais eficaz para promover o desenvolvimento
embrionario bovino, quando comparada a suplementacao em etapas isoladas ou durante todo o
processo de PIVE. Entre os grupos tratados, o CIV + MIt apresentou os efeitos mais
consistentes, incluindo reducdo no acumulo lipidico, aumento da atividade mitocondrial e
alteracbes em marcadores epigenéticos, sugerindo uma acdo multifatorial da melatonina. Esses
achados demonstram, pela primeira vez em bovinos, que a melatonina regula positivamente o
metabolismo lipidico e mitocondrial, além de influenciar mecanismos epigenéticos,
contribuindo para a producdo de embrides de maior qualidade e potencial de aplicacdo em

programas de biotecnologia e reproducao assistida.
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