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RESUMO

No presente estudo, utilizou-se a melatonina e a proteina especifica do oviduto (pOSP) nos meios de
maturagdo in vitro. Foram avaliadas a expansédo do complexo cumulus-ovdcito (CCOs), as concentragdes
intracelulares de espécies reativas de oxigénio (ROS) e o desenvolvimento embrionario nos diferentes
grupos (C = controle; T1 = somente com melatonina; T2 = com melatonina e pOSP e T3 somente com
pOSP). No tocante a expansdo do CCOs, houve diferenca (P<0,05) dos valores obtidos no grupo C em
rela¢do aos valores médios dos grupos T1, T2 e T3, porém nao houve diferenca entre os valores obtidos
nos tratamentos (P>0,05). Na dosagem de ROS, ndo houve diferenca entre os valores médios obtidos no
grupo C (26,4+10,9) e o valor verificado no grupo T1 (23,4+7,8), porém no grupo T2 (21,3+£9,7) o valor
médio mostrou-se satisfatorio em relagdo ao valor do grupo C. No entanto, o valor médio do grupo T3
(16,6£10,5) foi o que demonstrou resultado mais satisfatério quando comparado aos demais grupos
(P<0,05). A produgdo de embrides foi avaliada por meio da taxa de clivagem. Nao houve diferenga
(P>0,05) entre os valores obtidos entre o grupo C (48,9 %) e os valores verificados nos grupos T1 (51,5
%), T2 (50 %), T3 (57,7 %), nem destes entre si. Este estudo permitiu concluir que a proteina especifica
do oviduto recombinante e a melatonina foram eficientes em melhorar a expansao dos CCOs. Além disso,
as células tratadas com pOSP mostraram-se com menor quantidade de ROS, podendo a pOSP ser
considerada um antioxidante proteico.

Palavras-chave: suino, produgdo in vitro de embrides, proteina especifica do oviduto, melatonina,
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ABSTRACT

The present study used melatonin and recombinant oviduct specific protein (pOSP) in in vitro maturation
medium (IVM). The expansion of the cumulus—oocyte complexes (COCs), the intracellular concentrations
of reactive oxygen species (ROS) and embryo development of the different groups were evaluated (C =
control; T1 = melatonin; T2 = melatonin and pOSP and T3 = pOSP). Regarding the COCs expansion,
the groups T1, T2 and T3 showed satisfactory results compared with group C (P<0.05), but there was no
difference between treatments (P>0.05). In the ROS dosage, there was no difference between the mean
values obtained in group C (26.4 + 10.9) and group 1 (23.4 + 7.8). However, in group 2 (21.3 £ 9.7), the
average value was found to be satisfactory in relation group C. Despite that, the average value of
treatment 3 (16.6 = 10.5) was the most satisfactory result found compared to the other groups (P<0.05).
The production of embryos was evaluated by cleavage rate, there was no difference between the values
obtained in group C and the values recorded in groups T1 (51.5 %), T2 (50 %), T3 (57.7 %), and among
them. This study showed that the pOSP and the melatonin were effective in the improvement of the
expansion of COCs cells. In addition, the cells that were treated with pOSP presented a lower amount of
ROS, allowing the pOSP to be considered a proteic antioxidant.
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INTRODUCAO

No intuito de aumentar a produgio in vitro de
embrides, diversas substincias tém sido
utilizadas ao longo de varios anos. Entre essas,
encontram-se os antioxidantes, utilizados para
neutralizar as espécies reativas de oxigénio
(ROS), como o superoxido dismutase (SOD), a
catalase ¢ a glutationa peroxidase. Além destes,
ainda hd os antioxidantes proteicos (ex.:
melatonina), as vitaminas, os flavonoides e os
quelantes de metais (Cu e Fe'"?) (Cetica et al.,
2001; Takahashi, 2012; Agarwal et al., 2014).
Em suinos, houve a diminui¢do da fragmentagdo
de DNA em blastocistos que derivaram de
ovocitos, os quais foram maturados em meio
com suplementacdo de melatonina, quando
comparados aos ovocitos que foram maturados
em meio sem a suplementagdo de melatonina
(Do et al., 2015), sugerindo que a melatonina
tem funcdo regulatéria no desenvolvimento de
ovocitos e embrides. Em  bafalas, a
suplementagdo com melatonina nos meios de
matura¢ao melhorou a taxa de maturagdo nuclear
de ovocitos, reduziu o estresse oxidativo, a
peroxidagdo de lipideos e os danos ao DNA
(Manjunatha et al., 2009). Além destes
antioxidantes, novas substidncias vém sendo
estudadas no intuito de serem utilizadas como
tais.

Nos estudos de Shi et al. (2009), os autores
verificaram que a melatonina no fluido folicular
de suinos apresentava concentragio de 107'M,
sugerindo que a melatonina tem importante papel
na maturagdo in vivo. Os autores adicionaram
melatonina no meio de matura¢do in vitro de
suinos e observaram que a melhor concentracao,
que aumentou o numero de ovdcitos maturados e
melhorou o desenvolvimento de embrides in
vitro, foi de 10°M. J4 em outro experimento,
suplementagdes  superiores a 4x10*M  de
melatonina durante a maturagdo in vitro de
ovocitos de suinos resultou em maior percentual
de ovocitos com extrusdo do corpusculo
polar e uma porcentagem maior de ovocitos
ativados partenogeneticamente desenvolvidos até
blastocistos (Kang et al., 2009).

O oviduto fornece um ambiente adequado para
maturagdo ovocitdria, capacitacdo espermatica,
fecunda¢do e desenvolvimento embrionario
inicial (Miessen et al., 2011). Isso ocorre devido
a mudancgas bioquimicas e fisiologicas oriundas
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da acdo hormonal durante os diferentes periodos
do ciclo estral. Dessa maneira, proteinas e outras
substincias presentes nesse ambiente poderiam
ter efeitos positivos na maturacdo de ovocitos
suinos, inclusive na diminui¢ao de ROS.

Nos estudos de Kouba et al. (2000), as
concentragdes de glicoproteina especifica do
oviduto de porcas (pOSP) de 10-100pg/mL
diminuiu a polispermia quando se comparou com
o controle (24-29 versus 61%). Em concordancia
com os autores, Romar et al. (2015) verificaram
que a adicdo de pOSP ao meio de fecundagdo
reduziu a incidéncia de polispermia em 40%,
além de diminuir o niimero de espermatozoides
ligados ao ovocito, e aumentou a taxa de
blastocistos. Além do beneficio da adicdo da
pOSP no meio de FIV, houve também melhora
na produgdo in vitro de embrides com a
utilizagdo da pOSP quando esta foi adicionada
horas antes da fecundagdo (McCauley et al.,
2003; Coy et al., 2008; Mondejar et al., 2013).
Entretanto, Cebrian-Serrano et al. (2013) nao
observaram diminui¢do da polispermia nem
melhora na taxa de clivagem, porém observaram
maior expressdo de genes relacionados com a
melhor qualidade embriondria em embrides
bovinos que tiveram seus ovocitos tratados com
fluido do oviduto.

Apesar de a pOSP ser utilizada com o intuito de
diminuir as taxas de polispermia, varios estudos
sdo necessarios a fim de avaliar se ha outros
beneficios da proteina que poderiam estar
relacionados com a maturagdo do ovocito, uma
vez que o oviduto fornece ambiente adequado
para tal e, no periodo do estro, a fémea apresenta
uma maior expressdo da pOSP (Buhi, 2002),
mostrando que a proteina poderia estar associada
com modificagdes nos ovocitos.

Assim, este trabalho tem como objetivo melhorar
a maturagdo in vitro de ovocitos de suinos, por
meio da diminui¢do dos niveis de ROS. Para
isso, tentou-se mimetizar as condigdes que
ocorrem in Vivo, por meio da adi¢do de
melatonina durante todo o periodo de maturagio,
ja que esta existe fisiologicamente no fluido
folicular, e da adi¢ao de pOSP nas ultimas quatro
horas do periodo de matura¢do ovocitaria. Isso
porque a pOSP adicionada horas antes da
fecundagdo melhorou o processo de produgdo in
vitro de embrides (McCauley et al., 2003; Coy et
al., 2008; Mondejar et al., 2013).

Arg. Bras. Med. Vet. Zootec., v.68, n.6, p.1497-1504, 2016



Adicao da proteina...

MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos relativos a manipulacao
de animais e as amostras bioldgicas foram
realizados de acordo com as normas para uso de
animais em experimenta¢do ¢ aprovados pelo
Comité de Etica da UFV, sob niimero 19/2014.

Todos os reagentes usados neste experimento
foram adquiridos da Sigma—-Aldrich Quimica
S.A. (Sao Paulo, SP, Brasil). Quando ndo, estes
foram citados.

Para a producdo da pOSP, foi adquirido um
plasmideo, da empresa Gen Script® (New
Jersey, USA). A sequéncia foi recuperada pela
base de dados de nucleotideos e proteinas do
GenBank (U43490). Este plasmideo foi inserido
em células E. coli competentes para estas
sintetizarem e expressarem a proteina que
posteriormente foi recuperada em coluna de
niquel. O conteido total da proteina foi
determinado pelo método de Bradford utilizando
padrdo de BSA. As aliquotas foram armazenadas
a -20°C até serem utilizadas (dados ndo
publicados).

O meio de maturagdo in vitro (MIV) utilizado foi
o North Carolina State University 23 (NCSU 23)
(Petters e Wells, 1993) suplementado com 10%
de fluido folicular suino (v:v), 10mg/mL de
EGF, 10U/mL de hCG (Vetecor®, Hertape
Calier, Brasil), 10UI/mL de eCG (Folligon®,
MSD Saide Animal, Brasil) e 0,Img/mL de
cisteina, nas primeiras 22 horas. Nas 22 horas
seguintes, os ovocitos foram colocados em meio
NCSU 23 sem suplementagdo hormonal. O
fluido folicular foi obtido conforme descrito por
Kwak et al. (2012).

O meio de fecundagio in vitro (FIV) utilizado foi
Tris Buffered Medium modificado - TBMm
(Abeydeera e Day, 1997). Os embrides foram
cultivados em NCSU 23, suplementados com
4mg/mL de BSA (albumina sérica bovina, fracao
5), 0,17mM de piruvato de sédio, 2,73mM de
lactato de sodio e 50pg/mL de gentamicina
(GIBCO®, Invitrogen, Brasil). As 72 horas apos
a fecundag@o, todos os embrides clivados foram
transferidos para novo meio de cultivo NCSU 23,
suplementado com 4mg/mL de BSA, 50pug/mL
de gentamicina e 5 5mM de glicose
(Wongsrikeao et al., 2006). Os meios MIV, FIV,
e CIV foram cobertos com o6leo mineral e
equilibrados a 39°C com 5% de CO, em 95% de
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ar umidificado, por, pelo menos, 12h antes da
utilizacdo (Kouba et al., 2000).

Os ovarios foram obtidos em frigorifico e
armazenados, para transporte, em garrafa térmica
contendo solu¢do salina 0,9% autoclavada e
acrescida de 10mg/mL de gentamicina, mantidos
em temperatura de 32°C (Kwak et al., 2012). No
limite maximo de duas horas apos o abate, os
ovocitos foram aspirados de foliculos antrais (3-
6mm de diametro) usando agulhas de 18G
acopladas a seringas de 10mL. Os ovdcitos
foram rastreados em solugdo de PBS adicionado
de vermelho de fenol (0,01g/L) e éalcool
polivinilico (PVA; 0,01%) a 39°C. Os ovocitos
foram selecionados de acordo com Kwak et al.
(2012), sendo considerados os ovécitos com
citoplasma homogéneo e com mais de trés
camadas de cumulus oophorus compacto (grau
I). Em seguida, os ovdcitos foram lavados trés
vezes em meio NCSU 23 suplementado, e 30
ovocitos foram dispostos em gotas de maturagao
de 200uL e separados em quatro grupos:

grupo C: meio MIV sem suplementacdo de
melatonina e/ou pOSP durante as 44 horas de
maturagdo (sem adi¢cdo de melatonina e/ou pOSP
nos dois meios de MIV);

grupo T1: suplementagio de 10°M de
melatonina (Shi et al., 2009) no meio de MIV
durante as 44 horas de maturacdo (adi¢ao de
melatonina nos dois meios de MIV);

grupo T2: adigio de 10°M de melatonina no
meio de MIV durante as 44 horas de maturagdo
(adigdo de melatonina nos dois meios de MIV) e
adicdo de 10pg/mL (Kouba et al., 2000) de
pOSP na gota de 200uL de meio MIV durante as
quatro horas finais da maturagdo (adigdo de
pOSP na gota do segundo meio de MIV);

grupo T3: adigdo de 10pug/mL (Kouba et al.,
2000) de pOSP na gota de 200uL de meio MIV
durante as quatro horas finais da maturagdo
(adigdo de pOSP na gota do segundo meio de
MIV).

A avalia¢do da expansdo das células do CCOs foi
realizada 44 horas apos a MIV, conforme Gomez
et al. (2012): zero = sem expansio das células do
CCOs; 1 = minimo de resposta observavel; 2 =
expansdo das camadas mais externas do CCOs; 3
= expansdo de todas as camadas, exceto a corona
radiata e 4 = expansdo de todas as camadas do
CCOs. As células avaliadas como 3 e 4 foram
consideradas como tendo a melhor expansdo do
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CCOs. Foram realizadas quatro repeti¢des, sendo
observados aproximadamente 52 ovdcitos em
cada grupo experimental a cada repetigdo.

A concentragio de ROS nos ovocitos foi
determinada de acordo com o método de
diacetato de diclorofluoresceina (DCFDA)
descrito por Hashimoto et al. (2000). Apos a
MIV, os ovoécitos maturados foram transferidos
para o meio de cultivo contendo 10uM de
DCFDA e mantidos por 30 minutos em abrigo de
luz a 37°C. Em seguida, foram lavados em PBS
com 0,1% de PVA e colocados em gotas de
10pL para serem avaliados sob microscopio de
varredura a laser confocal Zeiss LSM 510 Meta
(Zeiss GmbH, Jena, Alemanha), com excitagdo
de 480nm e emissdo de 510nm. As imagens
foram obtidas com objetiva de 10x e cortes
seriados de 19um para cada ovocito. A
fluorescéncia foi mensurada por conversio do
nimero de pixels para imagens em escala de
cinza usando-se o software Image J. Foram
realizadas quatro repeti¢des, sendo observados
aproximadamente 10 ovdcitos em cada grupo
experimental a cada repeti¢ao

Apds 44 horas de maturagdo, os CCOs tiveram
as células do cumulus removidas com adi¢do de
0,1% de hialuronidase no meio de maturagdo e
foram  vorterizados por um  minuto;
posteriormente, foram lavados trés vezes em
meio Tris Buffered Medium modificado
(TBMm) e depois transferidos para ele,
previamente equilibrado a temperatura de 39°C.

O sémen para a FIV foi obtido de um tunico
macho, durante todo o experimento, pela técnica
de mio enluvada, sendo utilizada somente a
fragdo rica. Posteriormente, ele foi diluido em
BTS (Beltsville Thawing Solution, Minitub,
Porto Alegre, RS, Brasil) 1:1 e resfriado a 15°C.
Vinte e quatro horas apos a coleta, o sémen foi
utilizado.

No dia da FIV, 10mL de sémen resfriado foi
aquecido a 37°C por cinco minutos. Em seguida,
100uL do sémen foi colocado delicadamente em
4mL de PBS contendo Img/mL de BSA,
75ug/mL de penicilina e 50pg/mL  de
estreptomicina (pH 7.2) e centrifugado trés vezes
por seis minutos, a 1000G. Apos a centrifugacao,
ressuspendeu-se o pélete em 1000pL de TBMm
e a concentragdo foi determinada por meio da
camara de Neubauer. Para a fecundagdo dos
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ovocitos, utilizou-se a concentragdo de 300.000
espermatozoides/mL (McCauley et al., 2003)
para gotas com, no maximo, 30 ovocitos.
Transcorridas as seis horas de fecundacdo, os
possiveis zigotos foram lavados em meio de
cultivo, para que os espermatozoides aderidos
fossem removidos, e, assim, os possiveis zigotos
(30) foram transferidos para gotas de 200uL de
meio CIV.

A taxa de clivagem foi avaliada apos 72 horas do
periodo de fecundagdo. Foram realizadas trés
repeticdes, sendo observados aproximadamente
32 ovécitos em cada grupo experimental a cada
repeticao

Um total de 833 ovdcitos (quatro repetigdes,
utilizando em média 52 ovocitos em cada grupo
experimental a cada repeticdo) de grau I foram
selecionados e distribuidos aleatoriamente em
delineamento inteiramente ao acaso (DIC) nos
referidos grupos experimentais. Os dados obtidos
para as taxas de expansdo do CCOs e de
desenvolvimento embriondrio foram arranjados
em tabelas de contingéncia e analisados pelo
teste de qui-quadrado (¥2) com grau de liberdade
igual a 1 (cada tratamento em relagdo ao grupo
controle e entre tratamentos). Para a
concentra¢do de ROS, os dados foram testados
para a normalidade e a homocedasticidade,
seguidos de ANOVA, e as médias comparadas
pelo teste de Duncan, empregando-se o programa
estatistico SAEG 9,1 (Sistema..., 2007), com
probabilidade de erro de 5%.

RESULTADOS

Na avaliagdo da maturagdo ovocitaria houve
diferenca (P<0,05) entre o grupo controle e os
grupos T1, T2, T3 em relagdo ao grau de
expansdo 2 e 4 sendo que os grupos tratados
obtiveram os melhores resultados ja que
apresentaram menor quantidade de ovocitos com
expansdo grau 2 e maior quantidade de ovdcitos
com expansdo grau 4. Para o grau de expansdo 4
ndo houve diferenca (P>0,05) entre os grupos
tratados, entretanto, para o grau de expansdo 2 o
grupo T2 apresentou menores quantidades
(P<0,05) de ovocitos para este grau de expansdo
do que os demais grupos tratados (Tab. 1). Nao
foram observadas diferencas (P>0,05) no grau de
expansdo 3 entre os grupos e, também, ndo foram
observados valores de expansdo para as
classificagbes zero e 1 entre os grupos.
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Tabela 1. Adigdo da melatonina e proteina pOSP durante a maturagdo in Vvitro e seus efeitos na expansao

das células do cumulus oophorus de ovécitos de porcas

Grupos  N°de ovdcitos Grau de expansdo do CCO n(%)
2 3 4
Grupo C 192 77 (40,0) * 72 (37,5)° 43 (22,5)°
Grupo T1 215 48 (22,3)° 83 (38,6)° 84 (39,0)°
Grupo T2 222 31(13,9) ¢ 88 (39,6) * 105 (47,3)"
Grupo T3 204 43 (21,0)° 79 (38,7)° 82 (40,1)*

Zero = sem expansdo das células do CCOs; 1 = minimo de resposta observavel; 2 = expansao das camadas mais
externas do CCOs; 3 = expansao de todas as camadas, exceto a corona radiata e 4 = expansao de todas as camadas do
CCOs. N (%) numero amostral e porcentagem. Médias seguidas de mesma letra mintscula ndo diferem entre si.
Grupo C: meio MIV sem suplementa¢do de melatonina e/ou pOSP; grupo T1: suplementagdo com melatonina na
MIV; grupo T2: adi¢do de melatonina na MIV e adigdo de pOSP nas quatro horas finais da maturagéo; grupo T3:

adigdo de pOSP nas quatro horas finais da maturagéo.

Com relagdo ao ROS, ndo houve diferenca
(P>0,05) entre os valores de pixels obtidos nos
grupos C e T1, porém o grupo C diferiu do valor
obtido em T2 (P<0,05), sendo este considerado
melhor do que o grupo C. No entanto, os valores
médios obtidos em T3 mostraram melhores
resultados (P<0,05) quando comparados aos dos
demais tratamentos (Tab. 2).

Tabela 2. Valores médios ¢ desvios-padrdo para
a concentracdo de espécies reativas de oxigénio
em ovocitos de porcas maturados in vitro com
adi¢do de melatonina e proteina especifica do
oviduto (pOSP) aos meios de maturacdo. Médias
seguidas por letras diferentes na mesma coluna
diferem entre si (P<0,05) pelo teste de Duncan

Tabela 3. Adi¢do da melatonina e proteina
especifica do oviduto (pOSP) durante a
maturagdo in vitro e seus efeitos na taxa de
clivagem de embrides de porcas

Grupos N° de ovdcitos Taxa de
clivagem (%)
Grupo C 137 48,9
Grupo T1 128 51,5
Grupo T2 130 50,0
Grupo T3 123 57,7

Grupos N°de ovocitos  Dosagem de
ROS
Grupo C 35 26,4+10,9*
Grupo T1 34 23,4+7.8%
Grupo T2 33 21,349,7°
Grupo T3 41 16,6+10,5°

Grupo C: meio MIV sem suplementacio de
melatonina e/ou pOSP; grupo T1: suplementagdo com
melatonina na MIV; grupo T2: adi¢cdo de melatonina
na MIV e adi¢do de pOSP nas quatro horas finais da
maturagdo; grupo T3: adicdo de pOSP nas quatro
horas finais da maturagéo.

Na taxa de clivagem, ndo houve diferenga
(P>0,05) entre os valores médios obtidos no
grupo C (48,9 %) e nos grupos T1 (51,5 %), T2
(50 %) e T3 (57,7 %) nem destes entre si
(Tab. 3).
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Grupo C: meio MIV sem suplementagdo de
melatonina e/ou pOSP; grupo T1: suplementagdo com
melatonina na MIV; grupo T2: adi¢do de melatonina
na MIV e adigdo de pOSP nas quatro horas finais da
maturagdo; grupo T3: adicdo de pOSP nas quatro
horas finais da maturagao.

DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que a melatonina
in vitro utilizada na concentragio de 10°M
melhorou a expansdao do CCOs. Isso pode ser
explicado porque a melatonina desempenha
papel na regulacdo da maturagdo do ovocito de
diversas espécies, como em suinos, bubalinos,
ovinos e bovinos (Kang et al., 2009; Manjunatha
et al., 2009; Casdo et al., 2010; El-Raey et al.,
2011). No cultivo de ovdcitos bovinos, a
suplementagdo com melatonina em
concentragdes de 4x10™M ou 2x10"M durante a
maturagdo in Vitro promoveu aumento na taxa de
maturagdo nuclear ¢ na taxa de ovoécitos com
mitocondrias dispersas no citoplasma, bem como
melhorou a expansdo do CCOs (El-Raey et al.,
2011). Além disso, melhorou a maturagdo
citoplasmatica de ovocitos suinos (Rodriguez-
Osorio et al., 2007) e o desenvolvimento
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embrionario in vitro de ovinos (Abecia et al.,
2002). Entretanto, nos estudos realizados por
Nakano et al. (2012), os autores verificaram que
a adicdo de melatonina nos meios de maturagao
de ovdcitos de suinos por 40h, na concentracao
de 107M, n3o aumentou as taxas de maturacdo
dos ovocitos (53-60 versus 65 e 69%) nem o
potencial de ovdcitos para se desenvolverem a
blastocistos ap6s ativagdo partenogenética.

No presente estudo, a pOSP melhorou a
expansdo do CCOs provavelmente por auxiliar
na maturagdo ovocitaria final, ja que, in vivo, o
oviduto ¢ responsavel também pela maturagdo,
conforme pressuposto pelos autores Buhi e
Alvarez (2003); Mccauley et al. (2003) e
Janjanam et al. (2012). No entanto, a associa¢do
da melatonina com a pOSP nao apresentou maior
quantidade de ovocitos com expansdo grau 4
quando comparado aos outros grupos tratados
(T1 e T3), mas teve menor quantidade de
ovocitos com grau de expansdo 2 mostrando
efeito positivo deste tratamento sobre a expansao
das células do cumulus.

Durante a produgéo in vitro de embrides, as
espécies reativas de oxigé€nio sdo produzidas e
podem causar danos oxidativos  graves,
resultando em menor taxa de produgdo de
blastocistos. A melatonina e seus metabdlitos sdo
antioxidantes eficazes, que neutralizam ROS e
regulam varias enzimas antioxidantes (Tan et al.,
2007). A suplementagdo com melatonina nos
meios de maturag@o diminuiu o0 ROS (Nakano et
al., 2012) e melhorou o desenvolvimento dos
ovocitos de suinos (Kang et al., 2009; Shi et al.,
2009). Em bubalinos, houve reducdo do estresse
oxidativo, da concentragdo de ROS e danos ao
DNA quando a melatonina foi adicionada aos
meios de maturagédo (Manjunatha et al., 2009).

Entretanto, em relagdo a menores quantidades de
ROS produzidos pelos ovocitos, no presente
estudo, o tratamento com a melatonina mostrou-
se ineficaz quando comparado ao controle e aos
demais tratamentos. Isto pode ser explicado
porque o experimento foi realizado no periodo de
verdo, o que poderia ter piorado a qualidade dos
ovocitos, e a melatonina, nessas condi¢des, nao
era o antioxidante mais eficaz na diminuicdo de
ROS. Além disso, a concentragdo de melatonina
utilizada pode ndo ter sido a mais adequada,
sendo necessarias concentracdes mais elevadas,
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devido a condigdes ambientais e de cultivo do
presente estudo.

Quando a melatonina foi associada a pOSP,
houve reducao da quantidade de ROS, mostrando
melhores resultados em relagdo ao controle.
Porém, este resultado foi inferior quando
comparado ao tratamento com pOSP isolada. Tal
fato revelou que as condigdes em que a
melatonina foi utilizada nao foram as melhores
para ela atuar na redugdo de ROS, como visto
anteriormente, e que isto poderia ter levado a
certos prejuizos, pois quando a pOSP foi
utilizada isoladamente, houve redugdo de ROS
em relacdo aos grupos que utilizaram
melatonina, mostrando a pOSP como um
antioxidante proteico mais eficaz que a
melatonina, no presente estudo. Esse resultado,
possivelmente, demonstra um efeito positivo da
pOSP propiciando melhores condigdes para o
ovocito. In vivo, isso seria ocasionado durante o
periodo apés a ovulacdo e antes da fecundagdo,
momento este em que o Ovulo se encontra no
oviduto e esta sujeito as acdes benéficas da
pOSP.

Comparagdes entre qualidade de ovocitos
maturados in vivo e in vitro sdo discutidas na
literatura (Yuan et al., 2012), indicando que as
condi¢des in vitro ndo sdo favoraveis para o
cultivo. Nesse sentido, a suplementagdo do meio
de maturagdo com substancias que melhorem a
qualidade dos ovocitos necessita ser mais
investigada. Assim, a melatonina e a pOSP tém
grande potencial de serem utilizadas, j& que
podem apresentar vantagens, como a melhora da
expansdo do complexo cumulus-ovdcito e a
diminuicdo da quantidade de ROS.

A pOSP poderia atuar, entdo, como um
antioxidante proteico ou poderia agir pelo
aumento da expressdo de enzimas antioxidantes
benéficas para o desenvolvimento do ovdcito.
Entretanto, mais pesquisas sdo necessarias a fim
de se caracterizar a estrutura da proteina ¢ se
determinarem os possiveis locais que seriam
responsaveis pela func¢do antioxidante, além de
se analisar a expressao das enzimas antioxidantes
durante a matura¢io do ovocito suino.

No presente estudo, por mais que a melatonina
tenha ocasionado melhor expansao do CCOs, ela
ndo se mostrou eficaz em reduzir as espécies
reativas de oxigénio e, por isso, pode ndo ter
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proporcionado os melhores indices de clivagem
embrionaria. Nos estudos de Kang et al. (2009)
utilizando a melatonina na concentragao de 4x10°
® M durante a maturagdo in vitro, apesar de
resultar em maior percentual de extrusdo do
corpusculo polar, a taxa de clivagem e o nimero
de células por blastocisto ndo foram afetados. A
taxa de clivagem também ndo se mostrou melhor
quando a pOSP foi adicionada aos meios, como
também verificado por Kouba et al. (2000).
Possivelmente, devido ao fato de as condigdes in
vitro serem inadequadas, seriam necessarias
maiores quantidades de pOSP no ambiente in
vitro para ter-se efeito em relagdo a taxa de
clivagem.

CONCLUSOES

Este ¢ o primeiro relato de que a proteina
especifica do oviduto (pOSP) pode apresentar
uma possivel funcdo antioxidante, sendo
necessarios mais estudos, a fim de se verificarem
outras possiveis fun¢des da proteina. Além disso,
o presente estudo conclui que a melatonina e a
proteina especifica do oviduto (pOSP) sdo
eficientes em melhorar a expansdo do complexo
cumulus-ovocito (CCOs) de suinos, porém néo se
mostram eficazes em aumentar a taxa de
clivagem durante a produ¢do in vitro de
embrides.
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