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Resumo: A melatonina é um hormônio que exerce papel como eliminador direto de radicais livres com ação antioxidante durante a foliculogênese, sendo assim utilizado no suporte de meios de cultivo in vitro de células reprodutivas. A inibição da melatonina é alcançável pelo uso de antagonistas de receptores que consequentemente ajuda na identificação de várias respostas funcionais à melatonina, especificamente o Luzindole, amplamente empregado no estudo das ações da melatonina na fisiologia celular. Embora já se saiba que a melatonina tem um efeito benéfico em alguns aspectos reprodutivos, pouco se sabe sobre seu efeito durante o desenvolvimento de folículos pré-antrais bovinos cultivados isoladamente in vitro. Desta forma, objetivou-se investigar a melhor concentração de melatonina e verificar a resposta da dose sob a influência de luzindole, no crescimento de folículos secundários bovinos após 18 dias de cultivo in vitro. Para isto, foram coletados 45 ovários de vacas obtidos em abatedouro local e transportados ao laboratório. Os folículos secundários foram isolados mecanicamente e cultivados in vitro nos seguintes tratamentos: TCM-199+ sozinho (controle) ou suplementado a melatonina (10 ng/mL), luzindole (10 ng/mL) e melatonina com luzindole (10 ng/mL+10 ng/mL). O cultivo foi realizado em um sistema bidimensional por 18 dias a 38,5°C em ar umidificado com 5% de CO2. Nos dias 0, 6, 12 e 18 foram realizadas duas medições perpendiculares nos folículos normais utilizando um microscópio invertido com o software NIS Elements 2.4. Ao final do período de cultivo, notou-se que a adição de melatonina ao meio base proporcionou um aumentou no diâmetro de folículos cultivados isoladamente, quanto ao luzindole, não interferiu significativamente no crescimento folicular.
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1 INTRODUÇÃO
A utilização de substâncias antioxidantes no meio de cultivo in vitro de folículos pré-antrias busca eliminar a formação das EROs (Espécies reativas ao oxigênio) e manter as funções fisiológicas dos folículos (KASHKA; ZAVAREH; LASHKARBOLOUKI, 2016). A melatonina tem sido citada como um potente antioxidante (TAMURA et al., 2020), porque elimina diretamente EROS, estimulando enzimas antioxidantes que aumentam os níveis de glutationa (GSH), protegendo a integridade das células de granulosa no folículo, reduzindo a atividade oxidativa do estresse em núcleos, mitocôndrias e membranas plasmáticas. Nas mulheres, a melatonina tem se mostrado para melhorar sinergicamente a qualidade dos oócitos e embriões em pacientes com síndrome do ovário policístico (PACCHIAROTTI et al., 2016). A melatonina tem notavelmente evitado a redução da proliferação e o aumento da taxa de apoptose causada pelo estresse térmico nas células da granulosa ovelha (FU et al., 2014). 
Na maioria dos mamíferos, a melatonina exerce suas atividades principalmente através de dois receptores de alta afinidade, acoplado a proteína G, MT1 e MT2 (DUBOCOVICH; MARKOWSKA, 2005). Pesquisas anteriores mostraram a expressão de MT1 e MT2 em cumulus folicular e células de granulosa mural e oócitos (KANG et al., 2009; TIAN et al., 2014). A ativação ou inibição de MT1 e MT2 é alcançável pelo uso de agonistas e antagonistas potentes e subtipos-seletivos do receptor de melatonina, o que consequentemente ajuda na identificação de várias respostas funcionais à melatonina. Especificamente, Luzindole (N-acetil-2-benzyltryptamine) foi usado em ovários de ratos (SOARES et al., 2003), células de granulosa ovina (FU et al., 2014) e células mononucleares colostrais humanas (PIRES-LAPA et al., 2013) como antagonista do receptor de melatonina.
Considerando o efeito benéfico da melatonina, ainda há poucas evidências relatando especificamente os efeitos da suplementação de melatonina nos folículos bovinos pré-antrais. O objetivo do estudo foi investigar a melhor concentração de melatonina, e verificar a resposta da dose sob a influência de luzindole, um antagonista receptor de melatonina no crescimento de folículos secundários bovinos após 18 dias de cultura in vitro. 
2 METODOLOGIA
Ovários (n=45) foram coletados de vacas adultas provenientes de um abatedouro local. Posteriormente os ovários foram lavados com álcool a 70%, seguido por duas lavagens em meio TCM-199+ tamponado com Hepes e suplementado com 100 μg/mL de penicilina e 100 μg/mL de estreptomicina. Os ovários foram transportados a 4°C ao laboratório em até 1 hora.
Para o isolamento folicular, os ovários foram submetidos à fragmentação do córtex do ovário (1-2mm) com o auxílio de uma lâmina de bisturi esterilizada e colocados em meio TCM-199+ suplementado com Hepes. Os folículos pré-antrais com aproximadamente 150 μm de diâmetro, foram manualmente dissecados em tiras do córtex ovariano usando agulhas de calibre 26 Silva et al. (2010). Após o isolamento, folículos com um oócito visível cercado por células da granulosa com uma membrana basal intacta e nenhuma cavidade antral foram selecionados para o cultivo.
Os folículos selecionados foram cultivados individualmente em placas de petri (60×15 mm; Corning, USA) durante 18 dias a 38,5°C com 5% de CO2 em ar. O meio base consistirá em TCM-199+ suplementado com Hepes, 10 ug/mL de insulina, 5,5 ug/mL de transferrina e 5 ng/mL de selênio (ITS), 3,0 mg/mL de albumina sérica bovina (BSA), 2 mM de glutamina, 2 mM de hipoxantina, 100 μg/mL de penicilina e 100 μg/mL de estreptomicina, 50 ug/mL de ácido ascórbico e 50 ng/mL de FSH. O meio base usado como controle ou suplementado com melatonina (10 ng/mL), luzindole (10 ng/mL) e melatonina com luzindole (10 ng/mL + 10 ng/mL) . Metade do meio de cultivo foi substituído em intervalos de 2 dias.
.Nos dias 0, 6,12 e 18 foram realizadas duas medições perpendiculares nos folículos normais utilizando um microscópio invertido com o software NIS Elements 2.4, (Nikon Instruments Inc., Japão).
Os dados referentes ao diâmetro folicular foram submetidos a transformação foram submetidos à comparação pelo teste Student Newman-Keuls (SNK). Os resultados obtidos serão expressos como média ± erro padrão da média (S.E.M) sendo as diferenças consideradas significativas quando p<0,05.

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO
Na tabela 1 está distribuída a média dos diâmetros dos folículos secundários cultivados e analisados em intervalos de tempo. Foi observado aumento progressivo dos diâmetros dos folículos secundários cultivados in vitro, com aumento no período de cultivo de 0, 6, 12 e 18 dias em todos os tratamentos. No entanto, após 6 dias, os folículos cultivados em meio suplementado apenas com melatonina tiveram um diâmetro significativamente maior em relação aos outros tratamentos e permaneceram com essa diferença estatística maior que os outros tratamentos durante os dias de cultivo até o período de 18 dias.
Tabela 1. Diâmetros (Média ± SEM) de folículos bovinos após 0, 6, 12 e 18 dias de cultura in vitro em TCM‐199+ sozinho ou suplementado com melatonina, luzindole e tanto melatonina quanto luzindole.
	
	Dia 0
	Dia 6
	Dia 12
	[bookmark: _GoBack]Dia 18

	TCM-199+
	205,7±4,4aA
	241,7-6.1aB
	277,9±9,2aC
	313.8-11.4aD

	MEL
Luzindole
	213,3±3,8aA
206,5±4,7aA
	277,8±5,9bB
238,9-5aB
	322,3±6. 5bC
263,4±6,5aC
	401±11,1bD
300.3-7.7aD

	MEL+Luzindole
	203±4,5aA
	233.1-5.1aB
	260,3±6. 9aC
	281.2-7.2aD


 





Significativamente diferente (p < 0,05).
 a, b, c, d Letras minúsculas representam diferenças estatisticamente significativas entre os dias de cultura para cada tratamento (entre colunas).As letras A, B, C, D Capital representam diferenças estatisticamente significativas entre os tratamentos no mesmo dia da cultura (mesmas colunas).

Neste estudo, foi demonstrado que os folículos secundários bovinos cultivados in vitro por 18 dias na dosagem ideal de melatonina (10pM) aumentaram significativamente a sobrevida, o crescimento e a viabilidade celular. Os resultados mostraram que a melatonina exerceu um efeito estimulante na proliferação celular in vitro em um padrão dependente da dose. Estudos anteriores de imunocoloração para receptores de melatonina MT1 e MT2 foram observados em células da granulosa do estágio folicular secundário, e sua expressão aumentou nos folículos antrais em bovinos (FU et al., 2014). Portanto, o envolvimento fisiológico da melatonina durante a proliferação de células da granulosa e a maturação folicular pode ser devido à expressão de seus receptores.
4 CONCLUSÃO
A melatonina adicionada ao cultivo in vitro influencia positivamente no diâmetro de folículos secundários bovinos cultivados isoladamente por 18 dias, quanto ao luzindole, não interferiu significativamente no crescimento folicular.
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