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Melatonina e desenvolvimento embrionario
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Resumo

A melatonina ¢é o principal horménio sintetizado e secretado pela glandula pineal ¢ desempenha uma
fung¢@o importante na regulagdo dos ciclos reprodutivos sazonais. O seu papel na reprodugdo concentra-se,
sobretudo, em suas ag¢des diretas no ovario. Ela também ¢é conhecida como uma eliminadora de espécie reativa
de oxigénio (ROS). Dessa forma, o estresse oxidativo € um dos fatores que prejudicam o desenvolvimento tanto
in vitro quanto in vivo dos odcitos até a fase de blastocisto. Esta revisdo aborda os diversos efeitos da melatonina
sobre o desenvolvimento embriondrio, assim como os mecanismos responsaveis pela diminui¢do do estresse
oxidativo durante a maturagdo oocitaria e o desenvolvimento embrionario.
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Abstract

Melatonin is the principal hormone synthesized and secreted by the pineal gland and plays an
important role in the regulation of seasonal breeding cycles. Your role in reproduction is focused on its direct
actions in the ovary and also be known as a scavenger of reactive oxygen species (ROS). Thus oxidative stress is
one of the factors hindering the development in vitro and in vivo oocyte to the blastocyst stage. This review
covers the various effects of melatonin on embryonic development, as well as the mechanisms responsible for the
reduction of oxidative stress during oocyte maturation and embryo development.

Keywords: antioxidant, blastocyst, oocyte, ROS.
Introducéo

A melatonina é o principal hormdnio sintetizado e secretado pela glandula pineal ¢ desempenha uma
fung@o importante no controle dos ritmos circadianos e na regulagido dos ciclos reprodutivos sazonais (Takada et
al., 2010). Seu papel na reproducéo esta concentrado em suas agdes diretas no ovario. Sabe-se também que a
melatonina é uma eliminadora de espécie reativa de oxigénio (ROS). Ela age como um potente antioxidante,
evitando, assim, o estresse oxidativo durante a maturagdo oocitaria € o desenvolvimento embrionario
(Tsantarliotou et al., 2007).

Nos ultimos anos, tem ocorrido um crescente interesse pela producdo in vitro de embrides (PIV) na
espécie bovina, e sua aplicagdo comercial tornou-se viavel apds o aprimoramento das técnicas de aspiragdo
folicular in vivo e do cultivo de embrides in vitro (Viana, 2013). No entanto, alguns pontos ainda precisam ser
melhorados para o aperfeicoamento dessa técnica devido ao fato de a producdo de embrides ser aquém do
desejado e a qualidade destes ser inferior aos produzidos in vivo por programas de superovulagao, resultando em
uma grande variacdo de resultados obtidos.

A qualidade e a integridade do odcito podem tanto influenciar o sucesso da fertilizagdo in vitro como
prejudicar o seu desenvolvimento embriondrio (Takada et al., 2010). Assim, o estresse oxidativo atua como
sendo um dos fatores que prejudicam o desenvolvimento in vitro dos o6citos até a fase de blastocisto. Durante o
processo de ovulagdo, sdo produzidas dentro dos foliculos espécies reativas de oxigénio (ROS), que sdo
formadas continuamente como consequéncia de reagdes bioquimicas oxidativas ¢ de fatores externos (Papis et
al., 2007). No entanto, uma quantidade excessiva de ROS causa estresse oxidativo e pode danificar o odcito e as
células da granulosa. Por outro lado, os sistemas de defesa antioxidantes, tais como a superoxido dismutase
(SOD) ¢ a glutationa (GSH), responsaveis pela defesa natural e presentes dentro dos foliculos, encarregam-se do
equilibrio entre as ROS e os antioxidantes (Tamura et al., 2012).

Dessa forma, a melatonina é conhecida por ser uma eliminadora de espécie reativa de oxigénio (ROS) ¢
agirda como um potente antioxidante, evitando o estresse oxidativo durante o desenvolvimento embrionario
(Tsantarliotou et al., 2007). Ela ira atuar no sentido de aliviar o envelhecimento do odcito produzido in vitro,
provocado pelo estresse oxidativo, retardar o inicio da apoptose e evitar a fragmentacdo celular (Lord et al.,
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2013). Alguns efeitos da melatonina sdo mediados por receptores de membrana especificos, mas muitos deles
parecem basear-se no seu potencial como um captador de radicais livres direto, em um processo que ndo requer
nenhum receptor (Tamura et al., 2012). Diante disso, a presente revisdo aborda os diversos efeitos da melatonina
sobre o desenvolvimento embriondrio, assim como 0s mecanismos responsaveis pela diminuigdo do estresse
oxidativo durante a maturagdo oocitaria e o desenvolvimento embrionario.

Ovulacao e as espécies reativas de oxigénio (ROS)

Grandes quantidades de radicais livres sdo produzidas dentro do foliculo ndo s6 por macrofagos e
neutr6filos, mas também pelas células endoteliais dos capilares. As ROS produzidas dentro do foliculo parecem
ter um papel essencial na ruptura folicular e também como segundas mensageiras na modulagdo da expressdo de
genes que regulam processos fisioldgicos na maturagéo do odcito (Tamura et al., 2012). No entanto, o excesso de
ROS produzidas pode ser responsavel por causar o estresse oxidativo, danificando as moléculas e estruturas dos
oocitos bem como as células da granulosa no foliculo. As ROS devem ser continuamente desativadas, para
manter apenas a pequena quantidade necessaria & funcdo celular normal (Fatehi et al., 2005). Componentes
foliculares, células do cumulus e fluido folicular podem proteger os odcitos contra os efeitos prejudiciais das
ROS. Também ¢ conhecido que as enzimas antioxidantes enddgenas e os antioxidantes ndo enzimaticos estdo
presentes nos foliculos e sdo responsaveis por combater ou reduzir as ROS. A falha ou deficiéncia dessas defesas
podem resultar na acumula¢do de ROS e o desenvolvimento do estresse oxidativo, causando danos aos odcitos
(Guerin et al., 2001).

As ROS, como radical superoxido (O2-), radical hidroxila (OH-), peréxido de hidrogénio (H202), sdo
conhecidas por serem prejudiciais para os odcitos. Elas causam degradagdo dos lipideos da membrana celular,
destruicdo do DNA, indugdo de bloco de duas células, apoptose e inibigdo da fertilizagdo (Tamura et al., 2012).
Esses resultados sugerem que o estresse oxidativo excessivo pode ser uma causa para a ma qualidade dos odcitos
e que o equilibrio entre as ROS e os antioxidantes dentro do foliculo pode ser critico para a maturagdo oocitaria.

Melatonina

A melatonina ¢ um produto da secre¢do da glandula pineal, conhecida por modular a fung¢do ovariana
em mamiferos e também conhecida por ser uma eliminadora de espécie reativa de oxigénio (ROS), agindo como
um potente antioxidante evitando o estresse oxidativo durante o desenvolvimento embrionario (Tsantarliotou et
al., 2007). A melatonina ¢ o principal hormonio sintetizado e secretado pela glandula pineal e desempenha uma
fungdo importante no controle dos ritmos circadianos e na regulagio dos ciclos reprodutivos sazonais. E
sintetizada a partir do aminoacido triptofano, o qual ¢ levado dos reservatorios cerebrais e convertido em
serotonina. A serotonina ¢ acetilada a N-acetilserotonina, que, por sua vez, ¢ O-metilada, resultando na
melatonina. As enzimas responsaveis por essas duas reagdes sdo a arilaquilamina N-acetiltransferase e a indoxi
hidro-O-metiltransferase (Takada et al., 2010).

Com caracteristicas lipofilicas e hidrofilicas, a melatonina esta presente no fluido cérebro-espinhal, na
saliva, no liquido amniotico, no plasma seminal e no fluido folicular (Rieter et al., 2001). Além da glandula
pineal, a melatonina pode ser produzida também por outros tecidos, como a retina e plaquetas (Papis et al.,
2007).

O papel da melatonina na reproducdo concentra-se em suas acdes diretas no ovario. Em alguns
mamiferos, a reprodugdo se concentra em uma determinada época do ano, de modo que as condi¢cdes ambientais
sejam propicias a sobrevivéncia da espécie. De acordo com a durag@o da gestacdo, a ativacdo reprodutiva pode
ocorrer durante a primavera e o verdo (equinos) ou durante o outono e o inverno (caprinos ¢ ovinos). Em ambos
os casos, existem evidéncias de que a glandula pineal, mediante a secre¢do da melatonina, ¢ responsavel pela
transmissdo da informagdo da dura¢do do dia ao eixo hipotaldmico-hipofisario-gonadal (Badura ¢ Goldman,
1992).

De modo geral, a melatonina exerce efeito inibitorio no nimero de neurdnios secretores de GnRH em
animais que se reproduzem nas estacdes do ano com dias longos, enquanto nas espécies que se reproduzem nas
estacdes de dias curtos, a melatonina exerce efeitos estimulatorios sobre a produgdo de GnRH, acionando o
inicio da estagdo reprodutiva. Em espécies nio estacionais, a melatonina exerce uma ac¢do antigonadotrofica
(Takada et al., 2010). Sabe-se também que a melatonina ¢ uma eliminadora de espécie reativa de oxigénio
(ROS). Ela age como um potente antioxidante, evitando, assim, o estresse oxidativo durante a maturagao
oocitaria e o desenvolvimento embriondario (Tsantarliotou et al., 2007). A melatonina pode efetivamente aliviar o
envelhecimento do odcito produzido in vitro, provocado pelo estresse oxidativo, retardando o inicio da apoptose
e evitando a fragmentagao celular (Lord et al., 2013).

Melatonina e seu efeito antioxidante

Embora a melatonina exer¢a efeitos por meio de seus receptores, ela também pode atuar como um
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poderoso removedor de radical livre direto. Em 1993, a melatonina foi descoberta para funcionar como um
eliminador de radicais livres direto, demonstrando seu efeito para desintoxicar o radical hidroxila (OH-)
altamente reativo (Poeggeler et al., 1993). Desde entdo, varios relatorios confirmaram a capacidade da
melatonina para reduzir o estresse oxidativo. Dessa forma, a melatonina funciona de varias maneiras para reduzir
os niveis do estresse oxidativo.

Demonstrou-se que a melatonina tem a capacidade de reduzir os danos oxidativos em todas as
variedades de macromoléculas que produzem radicais livres, como radicais hidroxila, peréxido de hidrogénio,
oxigénio singleto, 6xido nitrico, anion peroxinitrito, lipideos e radicais peroxila, e também pode reparar algumas
moléculas que haviam sido oxidadas (Tamura et al., 2012). A melatonina pode passar facilmente através das
membranas celulares devido as suas propriedades de hidrofilicidade e lipofilicidade, e demonstrou-se que
elevados niveis de melatonina existem ndo so6 no interior do citoplasma, mas também na regido do nucleo
(Tamura et al., 2012). As propriedades antioxidantes da melatonina como um protetor de células tem sido
extensivamente estudadas, e relatos demonstram que a capacidade da melatonina para desintoxicar o radical
hidroxila (OH-) foi superior aos antioxidantes bem mais conhecidos, como a vitamina C, a vitamina E e seus
analogos (Rieter et al., 2001).

Tan et al. (1993) documentaram, em um sistema in vitro, a habilidade da melatonina em neutralizar
radicais hidroxila altamente toxicos de forma mais eficiente do que a glutationa reduzida (um antioxidante
enddgeno) e melhor do que o manitol (um antioxidante encontrado em plantas). Além disso, o radical peroxila,
que ¢ produzido durante a oxidacdo de acidos poli-insaturados, ¢ sequestrado pela melatonina de um modo mais
eficiente do que a vitamina E e de maneira duas vezes mais eficiente que o trolox” e analogos sintéticos da
vitamina E (Pieri et al., 1994). A melatonina também ¢é capaz de reduzir quantidades excessivas de 6xido nitrico,
conhecido por causar mudangas citotoxicas nas células (Noda et al.,, 1999). Ao contrario da maioria dos
antioxidantes, a melatonina esta desprovida de atividade peroxidativa ¢ de todos os intermedidrios gerados pela
interacdo com as espécies reativas de oxigénio (Rao ¢ Gangadharan, 2008).

Diversos trabalhos também relatam o papel de varias enzimas antioxidantes presentes nos foliculos,
como, por exemplo, SOD, glutationa-peroxidase (GPx), catalase e os antioxidantes ndo enzimaticos, tais como a
vitamina E, a vitamina C, a glutationa, o acido tUrico ¢ a albumina (Agarwal et al., 2005; Goud et al., 2008).
Além disso, relatam reduzidos niveis de enzimas antioxidantes, como a GPx, nos fluidos foliculares de mulheres
com infertilidade inexplicada (Paszkowski et al., 1995).

Melatonina e seu efeito na qualidade embriondria

A melatonina tem um papel importante no metabolismo lipidico, na gravidez, no periodo do parto e na
fungdo do corpo lateo (CL; Tamura et al., 1998). Altos niveis de melatonina sdo encontrados no fluido folicular
humano, em concentragdes pré-ovulatorias mais elevadas do que nos niveis séricos no plasma. Sabe-se ainda que
as concentragdes de melatonina no fluido folicular aumentam de acordo com o crescimento folicular (Nakamura
et al., 2003).

Foi observado que as concentra¢des de melatonina no ovario foram maiores no proestro, quando os
ovarios apresentam foliculos pré-ovulatorios durante o ciclo estral. Também se verificou que as concentracdes de
melatonina no fluido folicular tanto em protocolos de superovulagio in vivo como em aspiracao folicular in vitro
foram significativamente maiores em foliculos pré-ovulatorios de vacas (>18mm) do que em foliculos pequenos
(10-12mm) e médios (15-16mm) (Nakamura et al., 2003; Tamura et al., 2012).

Recentemente foi relatado um efeito direto das ROS e da melatonina sobre a maturagdo de oocitos in
vitro. Esses resultados indicaram que o H202 (perdxido de hidrogénio) inibe a maturagdo de odcitos por meio da
producdo de ROS, mas a melatonina mostrou atividade protetora contra o estresse oxidativo causado pelo H202
(Tamura et al., 2008).

Kang et al. (2009), ao investigarem os efeitos da melatonina sobre a maturagdo in vitro de odcitos
suinos, identificaram maior propor¢do de odcitos com extrusdo do primeiro corpusculo em odcitos tratados com
melatonina (10ng/mL), os quais tiveram niveis significativamente mais baixos de ROS do que o controle.

A capacidade da melatonina para promover o desenvolvimento de embrides em diferentes espécies foi
observada, quando odcitos de camundongos inseminados foram cultivados em meio com melatonina (10%e 10
M), e foi observado aumento das taxas de fertilizagdo e de blastocisto (Ishizuka et al., 2000). Suplementagao
com melatonina (10 M) teve um efeito positivo sobre as taxas de fertilizagdo de embrides suinos. Embora as
taxas de blastocisto ndo tenham sido aumentadas pela melatonina, o nimero de células de blastocistos no grupo
suplementado com melatonina foi significativamente mais elevado do que no grupo controle (Tamura et al.,
2012). Da mesma forma, quando odcitos aspirados de foliculos de suinos foram incubados em meio com
melatonina (107 M), a taxa de fertilizagdo, a taxa de blastocistos e o numero de células de blastocisto foram
significativamente mais elevados do que no controle (Shi et al., 2009).

O efeito da melatonina no desenvolvimento de embrides parece ser, pelo menos parcialmente,
provocado pela sua agdo como um antioxidante. Papis et al. (2007) demonstraram que os efeitos benéficos da
melatonina no desenvolvimento embriondrio bovino ndo foram observados em um ambiente de baixo teor de
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oxigénio, mas sim em um ambiente com elevada tensdo de oxigénio, em que os radicais livres sdo produzidos
facilmente. Recentemente, confirmou-se o beneficio do tratamento com melatonina para as mulheres que se
submetem a programas de FIV e TE. Quando as mulheres foram tratadas com 3mg de melatonina por dia desde
o dia cinco do ciclo menstrual anterior até o dia da aspiragdo dos odcitos, a porcentagem de embrides de boa
qualidade no dia 2 ap6s a inseminagao foi significativamente superior em comparacdo com o controle (Papis et
al., 2007). Esses dados sugerem que a melatonina pode estar envolvida na maturacdo de odcitos € no
desenvolvimento embrionario.

Consideracoes finais

Conforme demonstrado, a descoberta da melatonina como um eliminador de radicais livres direto
ampliou a compreensdo de suas multiplas fungdes fisiologicas. Recentemente, as pesquisas tém demonstrado os
efeitos antioxidantes da melatonina no foliculo, especialmente durante o processo de ovulagdo, confirmando a
diminui¢do na formacao de radicais livres durante a maturagdo oocitaria ¢ no decorrer do desenvolvimento
embriondrio. A diminuigdo da producdo de ROS, dentro do foliculo ou mesmo durante o desenvolvimento
embriondrio, reduz o estresse oxidativo, otimizando o processo de produgdo in vitro de embrides. No entanto,
necessita-se de mais estudos para que a melatonina seja mais bem utilizada comercialmente no processo de
produgdo in vitro de embrides, melhorando os indices de desenvolvimento embrionario em niveis compativeis
aos produzidos in vivo.
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