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INTRODUÇÃO 

A maturação oocitária é considerada uma das fases mais importantes do processo de produção in vitro de 
embriões, pois é neste período que o oócito além de sofrer modificações nucleares passa por mudanças 
bioquímicas, estruturais e citoesqueléticas que serão responsáveis e essenciais para o desenvolvimento 
inicial do embrião após a fecundação (1). Metodologias de maturação in vitro mais eficientes aumentariam 

a competência oocitária e por consequência o número e qualidade de blastocistos. Uma das alternativas é 
minimizar a exposição dos oócitos a espécies reativas de oxigênio nos sistemas in vitro. A melatonina 
apresenta propriedades antioxidantes e anti-apoptóticas e atua reduzindo a formação de ROS e espécies 
reativas de nitrogênio (RNS) (2). Está envolvida em diversas vias de sinalização celular, sendo muitas 
dessas envolvidas na maturação oocitária. A melatonina foi detectada no fluido folicular (PFF) de suínos 
(3) e mais recentemente em bovinos (4). Ainda, seus receptores foram localizados em ovários de suínos 
(5) e humanos (6). Nesse contexto, o objetivo neste estudo foi avaliar o efeito da melatonina e do 
sinergismo com a suplementação com PFF na maturação nuclear in vitro de oócitos suínos. Como 

controle foi utilizado a suplementação com álcool poliviníco (PVA). 
 

MATERIAL E MÉTODOS 
A maturação in vitro foi realizada seguindo protocolo descrito por Marques et al., (7). Folículos ovarianos 

de 2 a 5 mm foram aspirados com agulha 18G acoplada em seringa de 5 ml, para obtenção dos oócitos. 
O líquido folicular obtido foi filtrado e transferido para placa de petri, para recuperação dos complexos 
cúmulus-oócito (CCOs), sob estereomicroscópio. Foram selecionados oócitos de grau I e II de acordo 
com a classificação da Sociedade Internacional de Transferência de Embriões (IETS). Grupos de 20 a 25 
oócitos foram distribuídos em 4 tratamentos: PVA (0,1% PVA em meio de maturação - MIV); PVA- MEL 
(0,1% PVA, 10

-9
 M Mel em MIV); PFF (10% PFF em MIV); PFF-MEL (10% PFF, 10

-9 
Mel em MIV), onde 

permaneceram por 22 horas. Decorrido esse período, os oócitos foram transferidos para os respectivos 
meios de maturação sem hormônios, onde permaneceram por mais 22 horas. A maturação oocitária foi 
realizada em placa de quatro poços contendo 400 µl de meio, em estufa a 38,5°C, 5% de CO2 em ar e 
alta umidade. Para avaliação da taxa de maturação nuclear, após as 44 horas de maturação, as células 
do cumulus foram retiradas por remoção mecânica e os oócitos expostos a 10μg/ml de HOECHST 33258 
e em seguida colocados entre lâmina e lamínula. A avaliação foi realizada sob microscópio de 
epifluorescência (ZEISS Axiolab A1), em filtro WU, com excitações de 450-490 nm e emissão 520 nm em 
aumento de 400x. As variáveis foram submetidas ao PROC MIXED (SAS®, versão 9.1.3 para Windows). 
Foi utilizado o LSMEANS (média dos quadrados mínimos) para obtenção das médias ajustadas dos 
tratamentos, com comparações utilizando-se o teste Tukey com nível de significância de 5%. Foram 
consideradas variáveis classificatórias a presença de melatonina e a suplementação com PFF, bem como 
a interação entre elas.  

 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Não houve interação entre a ação da melatonina e do PFF nos índices de oócitos em metáfase 2 (M2) 
(p=0.69), desta forma o efeito da melatonina e do PFF foram avaliados separadamente. Como 
demonstrado em estudos anteriores (1) não foi verificado efeito da suplementação do meio de maturação 
nos índices de M2 (p=0,322) (Figura 1A). A melatonina, na concentração avaliada neste estudo não 
alterou as taxas de M2 (p=0,764) (Figura 1B). A adição de melatonina durante a maturação in vitro de 

oócitos suínos resultou maiores índices de M2 (5), redução da ROS (3) e melhorias no desenvolvimento 
embrionário (8, 9). Em contraste, Shi et al., (2009)  observaram que a adição de melatonina durante a MIV 
de oócitos suínos apresentou efeitos negativos (3). Além disso, estudos com embriões suínos relataram 
que a melatonina é capaz de interferir na expressão de genes relacionados a apoptose (10). Ainda, em 
bovinos a adição de melatonina durante a MIV não apresentou efeito evidente sobre a maturação nuclear 
(11, 12) e citoplasmática (12). A divergência desses resultados pode ser devido às diferentes 
concentrações de melatonina utilizadas, bem como, as diferentes condições de maturação, entre elas, as 
suplementações com diferentes macromoléculas. Outros estudos devem ser realizados como objetivo de 
esclarecer o efeito da melatonina na maturação citoplasmética e no decorrente desenvolvimento 
embrionário. 
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CONCLUSÕES 

Com base nos dados obtidos neste estudo, pode-se concluir que não houve efeito da adição de 
melatonina nos índices de oócitos em Metáfase 2. Também não foi observado efeito sinérgico da 

melatonina e do PFF na maturação nuclear.  
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Figura 1. Índices de oócitos suínos em Metáfase 2 (taxa de maturação) após a maturação in vitro. Em A, observa-se o 
feito da suplementação do meio de maturação com PFF ou PVA. Em B, observa-se o efeito da adição de 10

-9
M de 

melatonina. Os dados apresentam as médias dos quadrados mínimos ± EP. 
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