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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia do potencial antioxidante da metoxi-N-
acetiltriptamina ou também conhecida por melatonina, em sémen e fragmentos de tecido
ovariano de zebrafish criopreservados, e em embrides resfriados de zebrafish. O sémen de
zebrafish foi criopreservardo, com diferentes concentragdes de melatonina 0 M, 10*tM, 10°
M e 107 M, e posteriormente foram realizados testes bioquimicos nesses tecidos
criopreservados. O tecido ovariano foi criopreservado com diferentes concentracdes de
melatonina 0 M, 10*M, 10° M e 107 M, e posteriormente foram realizados testes bioquimicos
nesses tecidos criopreservados. Também foi avaliado a influéncia das concentragdes de 0 M,
10M, 10° M e 107 M de melatonina, sobre a taxa de sobrevivéncia e taxa de eclosdo em
embrides resfriados de zebrafish. Para o sémen foram realizados os testes de analises
bioquimicas: quantificacdo proteica, peroxidacao lipidica, avaliacdo da atividade enzimatica
Superdxido Dismutase (SOD), avaliacdo da atividade da enzima Catalase (CAT), avaliagdo da
atividade da gluatationa S-transferase (GST), além do teste de Ensaio de Cometa. Para o tecido
ovariano foram realizados o teste de integridade de membrana, e os testes para estresse
oxidativo: ensaio de diacetato de Diclorodihidrofluoresceina DCHF-DA, o potencial
antioxidante redutor férrico e o teste de TBARS (espécies reativas ao acido tiobarbitarico). Os
embrides foram resfriados e avaliados taxa de sobrevivéncia e eclosdo. Neste estudo a
melatonina demonstrou resultados positivos como antioxidante para o sémen criopreservado
de zebrafish nas concentracdes de 10! e 10°, reduzindo danos de EROs e danos ao DNA.
Porém, para o tecido ovariano e embrides de zebrafish ndo houve efeito antioxidante
significativo.

Palavras-chave: Criopreservacdo, crioinjuria, EROs, resfriamento, biotecnologias da

reproducao.



ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the influence of the antioxidant potential of
methoxy-N-acetyltryptamine, also known as melatonin, on cryopreserved zebrafish semen and
ovarian tissue fragments, as well as on cooled zebrafish embryos. Zebrafish semen was
cryopreserved with different concentrations of melatonin (0 M, 10°** M, 10° M, and 10" M),
and biochemical tests were subsequently performed on these cryopreserved tissues. Ovarian
tissue was cryopreserved with different concentrations of melatonin (0 M, 10t M, 10° M, and
107 M), and biochemical tests were also performed on these cryopreserved tissues. The
influence of melatonin concentrations of 0 M, 10'* M, 10° M, and 107 M on the survival and
hatching rates of cooled zebrafish embryos was also evaluated. For semen, the following
biochemical tests were conducted: protein quantification, lipid peroxidation, evaluation of
Superoxide Dismutase (SOD) enzyme activity, evaluation of Catalase (CAT) enzyme activity,
evaluation of Glutathione S-transferase (GST) activity, as well as the Comet Assay. For ovarian
tissue, the membrane integrity test and tests for oxidative stress were conducted: diacetate of
Dichlorodihydrofluorescein (DCHF-DA) assay, ferric reducing antioxidant potential, and the
TBARS (thiobarbituric acid-reactive species) test. The embryos were cooled, and survival and
hatching rates were evaluated. In this study, melatonin showed positive results as an antioxidant
for cryopreserved zebrafish semen at concentrations of 10*-11 M and 10”*-9 M, reducing ROS
damage and DNA damage. However, no significant antioxidant effect was observed for
zebrafish ovarian tissue and embryos.

Keywords: Cryopreservation, cryoinjury, ROS, cooling, reproductive biotechnologies.
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1. INTRODUCAO

Apesar da criopreservacdo de espermatozoides de diversas espécies de peixes ser
possivel (Rahman et al., 2013), com protocolos comprovadamente eficientes, ainda nao foi
possivel criopreservar o6citos maduros de peixes com sucesso. Crioinjdrias severas tém sido
relatadas, em estudos realizados com criopreservacdo de odcitos de zebrafish, em estagios

avancados de maturacdo (Isayeva et al., 2004; Guan et al., 2008, Zampolla et al., 2008).

Durante processos de criopreservacao, a exposicao abrupta da célula ao choque frio
juntamente com as variagdes do oxigénio atmosférico, causam uma elevada producédo de
espécies reativas de oxigénio (EROs), como o anion superdxido (O -), peroxido de hidrogénio
(H202) e dxido nitrico (NO) (Figueroa et al., 2019; Torres et al., 2024). Dessa forma, a
utilizacdo de antioxidantes associados a meios crioprotetores se tornam alternativas, por
conseguirem amenizar os efeitos do estresse oxidativo em células expostas a processos de

congelamento e descongelamento (Sanddoval-Vargas et al., 2020; Félix et al., 2023).

Ou seja, 0 desenvolvimento de novos protocolos e os aprimoramentos de protocolos
existentes com criopreservacdo de gametas de peixes, utilizando antioxidantes, podem
melhorar os resultados com a criopreservacdo de espermatozoides e viabilizar a

criopreservacao de o6citos maduros e embrides (Félix et al., 2023).

Alternativas como a melatonina que é uma molécula indolamina anfifilica, pode
regular diretamente alguns processos bioquimicos intracelulares e consegue realizar a
eliminacéo direta de radicais livres e produtos de radicais livres, ou seja, 0 efeito antioxidante
da melatonina depende da interacdo direta com espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e

ainda pode aumentar a expressao antioxidante mediante receptores (Baltatu et al., 2019).

J4 é sabido que a melatonina end6gena em peixes tem funcéo protetora no organismo
(Félix et al., 2023), porém durante o processo natural de maturacdo dos espermatozoides por
exemplo, ocorre uma perda significativa de substancias antioxidantes presentes no citoplasma
(Carvalho et al., 2002; Torres et al., 2024). E mais, dilui¢bes de solugdes para criopreservacao,
diminuem as concentracdes de antioxidantes presentes no liquido seminal, tornando as células
consideravelmente mais suscetiveis a acdo das EROs (Cabrita et al., 2011; Martinez-Paramo
etal., 2012; Torres et al., 2024).

Diante do exposto, este estudo dedicou-se em avaliar o potencial antioxidante da

melatonina na criopreservacdo de sémen e fragmentos de tecido ovariano de zebrafish.
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Também avaliamos o resfriamento de embries de zebrafish com melatonina, como uma
alternativa. Assim, essa pesquisa analisa a eficiéncia da melatonina como suplementacao

antioxidante de criosolucdes.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Criopreservacao de Gametas em Peixes

A criopreservagdo é um conjunto de técnicas como o resfriamento, congelamento lento
e vitrificacdo, que preservam a viabilidade das células ou dos tecidos armazenados em baixas
temperaturas, em estado de quiescéncia, induzindo a parada das reacBes enzimaticas,
possibilitando, apds o aquecimento do sistema, a restauracdo da atividade metabdlica. (Santos
etal., 2010; Torres et al., 2024).

Essas biotecnologias permitem a estocagem de DNA de animais de alto valor
zootécnico, transgénicos ou espécies ameacadas de extincdo (Santos et al., 2010), além de
também ser empregada para preservacdo de células-tronco destinadas a medicina regenerativa
(He et al., 2008).

Dessa forma, o fato de a aquicultura ser uma atividade de extrema importancia para a
producdo de alimento e, para a preservacdo de espécies aquaticas, justifica-se a criacdo e
manutencdo de bancos genéticos ou criobancos para a conservagdo de gametas e preservacao
de recurso genéticos de peixes (Marques et al., 2018).

Alguns estudos relatam que, a criopreservacao de espermatozoides em peixes ja ocorre
a mais de 50 anos, e desde entdo estima-se que protocolos de criopreservacdo de
espermatozoides ja foram desenvolvidos em mais de 200 espécies de peixes (Tiersch et al.,
2000).

A criopreservacdo de sémen de variadas espécies como salmonideos, ciprinideos,
ciclideos, silurideos, acipenserideos, anastomideos e caracideos ja foi relatada (Suquet et al.,
2000; Carolsfeld et al., 2003; Streit Jr et al., 2008; Viveiros & Godinho, 2009; Yildiz et al.,
2013; Palhares et al., 2021), e o sémen criopreservado ja é utilizado para a reproducdo de
muitas espécies selvagens e de criacdo (Fornari et al., 2012; Tian et al., 2013).

Além da criopreservacdo de sémen das espécies de peixes citadas, ha relatos da
criopreservacao de sémen de zebrafish desde o inicio da década de 1980 (Harvey et al., 1982).
Essa espécie, é extremamente estudada em pesquisas biomédicas (Grunwald et al., 2002), e a

seguranca da preservagdo de material genético € de extrema importancia, ao evitar transtornos
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como perda acidental de plantéis com linhagens geneticamente modificadas por CRISPR/cas9
(Martinez-Paramo et al., 2017; Yang et al., 2022).

O Centro Internacional de Recursos Zebrafish (ZIRC), é um instituto de pesquisa, onde
sdo armazenadas variadas linhagens de zebrafish, através de células espermaéticas, desde
linhagens selvagens até a das mutantes e transgénicas. Quando solicitado por outros
laboratdrios, o ZIRC fornece células e animais, 0s pesquisadores descongelam as células
espermaticas e fertilizam 6vulos por meio de FIV (fertilizacdo in vitro) (Matthews et al., 2024).

Recentemente em um estudo realizado por Matthews et al. (2024), foram testados em
criopreservacao de sémen de zebrafish, metil-p-ciclodextrina (CLC) carregado de colesterol e
metil-B-ciclodextrina descarregado de colesterol (MBC). Basicamente, 0s espermatozoides
foram expostos a essas substdncias antes do processo de criopreservacdo e apos
descongelamento foram avaliadas motilidade e fertilizagdo mediante a FIV. Esse estudo
demonstrou que, o colesterol na concentragdo entre 0,5, 1,0, 2,0 e 4,0 mg de CLC por 1,2 x 10°
células conseguiu aumentar a motilidade espermatica apds descongelamento, além de mostrar
que o sémen tratado com colesterol foi superior ao sémen néo tratado, aumentando a taxa de
fertilizacdo in vitro em 15% quando comparado ao grupo ndo tratado com colesterol. Os autores
também relataram que o sémen tratado com colesterol apresentou aumento de motilidade apds
o descongelamento, e sugerem que a adicao de colesterol ao diluente antes da criopreservacao
do sémen de zebrafish é benéfico para as células descongeladas, melhorando a quantidade e
qualidade seminal.

Contudo, a criopreservacdo de espermatozoides preserva o0 genoma paterno, ndo sendo
suficiente para a preservacdo da diversidade genética, que depende também do genoma de
origem materna (Zhang et al., 2007; Freitas et al., 2023). A criopreservag¢ao do genoma materno
também é essencial, visto que o DNA mitocondrial e 0 mMRNA s&o herancas repassadas por
fémeas, os quais determinam os estadios iniciais de desenvolvimento embrionario (Guan et al.,
2008).

Algumas caracteristicas dos o0citos e embrides de peixes se tornam indesejaveis para
0 sucesso da criopreservacdo, o tamanho grande comparado a outras espécies animais, o alto
teor lipidico intracitoplasmatico e a impermeabilidade da membrana dificultam que agentes

crioprotetores penetrem nessas células (Mazur et al., 2008; Marques et al., 2019).

De acordo com Tsai et al. (2009a), a criopreservacdo de foliculos ovarianos pode
oferecer vantagens em relacdo aos embriGes de peixes devido a auséncia de um corion

completamente formado. Outro aspecto seria de o fato de os foliculos ovarianos em estagio
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inicial apresentarem um menor tamanho, resultando em uma maior relacao superficie/volume
e, podendo influenciar na permeabilidade de agua e solutos, o que elevaria as chances de

sobrevivéncia durante o processo de criopreservacao.

Alguns trabalhos investigaram a eficiéncia da vitrificacdo na criopreservacao de
foliculos ovarianos em peixes (Guan et al., 2010; Godoy et al., 2013), os quais relataram alta
perda da viabilidade folicular ap6s o processo de aquecimento. No entanto, ambos os estudos

utilizaram foliculos em estadio Il (vitelogénico).

Foi observado em trabalhos do nosso grupo, elevado percentual de viabilidade de
foliculos imaturos (76% nos estadios | e 43% nos estadios 1), apds vitrificacdo, validada
mediante analises com sondas fluorescentes de iodeto de propidio e diacetato de fluoresceina
(Marques et al., 2014). Evidenciou-se que, foliculos imaturos de peixes apresentam maiores
chances de sobrevivéncia ap0s a vitrificacdo, em comparacdo aos foliculos em estadios mais

avancados de maturacéo (I11, IV e V), tornando um desafio a ser elucidado.

No primeiro estudo com criopreservacdo de tecido ovariano de zebrafish, foi sugerido
que foliculos ovarianos em estagios iniciais (I e Il) sofreram menos agressfes criogénicas
quando comparados aos foliculos em estagio vitelogénico (l11), pois os foliculos imaturos
apresentam dimensGes menores, facilita a permeabilidade dos crioprotetores, aumentando as
chances de sucesso durante o processo de criopreservacao (Zanola et al., 2011).

Para a criopreservacao de tecido ovariano, é indicado utilizar fragmentos pequenos de
dimensbes menores ou igual a 2 mm (Ferreira et al., 2010). Tecidos mais espessos podem
acarretar uma inadequada penetracdo do agente crioprotetor, impedindo a completa protecao
contra os danos causados pelo procedimento de criopreservacdo. Ja foi observado por Ferreira
et al. (2010) uma ocorréncia de alteracbes morfologicas maiores ao congelar o tecido ovariano
bovino, em dimensdo superior a 2 mm.

Em um estudo realizado por Freitas et al. (2023), fragmentos de tecido ovariano de
zebrafish foram criopreservados em criotubo (1,5 M de metanol + 5,5 M Me,SO + 0,5 M de
Sacarose), utilizando a técnica de encapsulamento de hidrogel de alginato de sédio, com
diferentes tratamentos (VS-sem encapsulamento, VS1 — UM — encapsulado com crioprotetor,
VS2 — A — encapsulado com metade da concentracdo de crioprotetor, VA — encapsulado sem
crioprotetor. Neste estudo, 0s autores demonstraram que a técnica de encapsulamento em

hidrogel de alginato de sédio ndo apresentou agdo crioprotetora para os fragmentos de tecido
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ovariano, porém, a integridade da membrana dos foliculos ovarianos permaneceu integra
quando a técnica foi associada ao tratamento (VS1 — UM).

Atraveés da criopreservagdo de embrides, por exemplo, € possivel preservar por longos
prazos 0s materiais genéticos maternos e paternos, o que pode fornecer material genético para
pesquisas cientificas em aquicultura (Tian et al., 2017). Porém, apesar de possivel, ainda é
dispendioso a criopreservacdo de embrides de peixes (Tian et al., 2017). Alguns estudos
avaliaram a efetividade em congelar embrides de algumas espécies de peixes, porém
encontraram algumas dificuldades como: complexa estrutura, o grande tamanho, grande
conteudo lipidico, baixa permeabilidade da membrana e alta sensibilidade ao resfriamento
(Marques et al., 2021).

2.2. Resfriamento de Embrides

Apesar de Blaxter conseguir realizar a criopreservacdo de gametas de peixes desde
meados de 1950 (Blaxter,1953), ainda é um desafio a criopreservacdo bem-sucedida de
embrides de peixe (Tian et al., 2017).

Quando comparados com embrides de mamiferos, os embriGes de peixes possuem
estruturas mais complexas, com maior quantidade de agua e vitelo, e multiplas camadas
sinciciais circundando os embriGes em desenvolvimento e o vitelo (Tian et al., 2017). Ou seja,
processos de criopreservacdo viaveis de embries de peixes ainda € um desafio (Tian et al.,
2017).

Dessa forma, o uso de biotecnologias como o resfriamento de embrides surge como
alternativa. Basicamente o resfriamento mantém 0s ovos em temperaturas baixas, mas ainda
acima do ponto de congelamento, reduzindo a atividade metabdlica das células e postergando
a viabilidade desse material genético em ambiente externo, porém, ainda por periodos limitados
(Paes, 2013; Paula et al., 2014; Machado et al., 2019).

Através do resfriamento de embribes por exemplo, € possivel realizar o transporte de
material genético de locais remotos para laboratérios de pesquisa (Ahammad et al., 2003;
Machado et al., 2019), ou até mesmo, transportar desovas de peixes que podem ser
aproveitadas sob ameacas de poluentes (Miliorini et al., 2002; Fornari et al., 2012; Paes et al.,
2017). Ou seja, a curto prazo, o resfriamento de embriGes apresenta ser uma opcéo viavel.
Porém, apesar de aparente simplicidade, o sucesso nos resultados com essa técnica dependera

da espécie e uso de crioprotetores especificos (Machado et al., 2019). Um estudo realizado por
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Streit-Jr et al. (2007), demonstrou que as solucGes de resfriamento que continham metanol e
sacarose, apresentou as melhores taxas de eclosdo, com resfriamento durante seis horas na

temperatura de —8°C, em embrides de Piaractus mesopotamicus.

Ou seja, via um protocolo de resfriamento adequado para a espécie, € possivel manter
a viabilidade dos embrides resfriados até que seja possivel transportar material genético entre
locais remotos (Streit Junior et al., 2007).

2.3 EROs

Para ocorrer um equilibrio da homeostase de todos os sistemas biologicos, é necessario
um equilibrio redox orquestrando as reacdes oxidativas e redutoras, para ndo ocorrer um
acumulo de moléculas oxidantes, sendo a perda da capacidade de reducéo celular (Gaschler &
Stockwell, 2017). Todos o0s sistemas biologicos que possuem metabolismo celular aerébico,
produzem EROs durante o processo de reducdo, onde o oxigénio (O2) sofre reducdo

tetravalente, aceitando quatro elétrons e resultando em agua (H20) (Souza & Morais, 2016).

Alguns estudos trazem que os radicais livres podem contribuir com alguns processos
de sinalizacdo celular, conhecidos como sinalizacdo redox, e quando em pequenas
concentracgdes as espécies reativas de oxigénio (EROs) podem ser positivas durante a regulacao
de processos como a manuten¢do da homeostase (Finkel & Holbrook, 2000; Sharif-Rad et al.,
2020). Porém, a produgdo excessiva de EROs pode modificar a estrutura de proteinas celulares
alterando suas funcdes, e consequentemente levar a disfuncdo celular com interrupcédo de
processos celulares vitais (Finkel & Holbrook, 2000; Sharif-Rad et al., 2020).

Quando os niveis de EROs estdo altos, podem ocorrer danos a proteinas e DNA das
células, e principalmente, as EROs podem levar ao rompimento da membrana lipidica e
aumentar consequentemente a fluidez e permeabilidade das membranas. Quanto aos danos em
proteinas, as EROs podem modificar aminoacidos especificos, levando a fragmentacdo da
cadeia peptidica, alterar a carga elétrica da membrana, causar inativacdo enzimatica e

consequentemente levar a protedlise (Finkel & Holbrook, 2000; Sharif-Rad et al., 2020).

Além da formacgé@o de EROs como o superdxido (O2) e perdxido de hidrogénio (H202)
oriundos dos processos de oxidagéo celular, também ocorre a formacdo de perdxidos lipidicos
(ROOH) ou radicais hidroxila (OH) e peroxila (ROO) (Gaschler & Stockwell, 2017).
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A membrana dos espermatozoides, por exemplo, pode sofrer estresse oxidativo
adicional, pois o plasma seminal apresenta um complexo sistema redox antioxidante contendo
um potencial oxidativo de metabdlitos espermaéticos, que regulam a lipoperoxidacao
espermatica (Stradaioli et al, 2007; Souza & Morais, 2016). Este contexto traz a hipdtese que
a membrana espermatica pode sofrer estresse oxidativo adicional (Taylor, 2001; Souza &
Morais, 2016).

2.4 Enzimas Antioxidantes

As enzimas antioxidantes sdo definidas entre antioxidantes primarios ou secundarios,
ou antioxidantes de multiplas fungdes, que apresentam funcbes primarias e secundarias
(Jacobsen, 2019; Félix et al., 2021).

As enzimas primarias combatem a oxidacao lipidica, estabilizando os radicais livres por
reacOes diretas, as trés enzimas primarias principais sdo a SOD que catalisa superdxidos em
peroxido de hidrogénio e oxigénio, a GPx que tem a mesma funcdo e a CAT que participa da
via anterior degradando perdxido de hidrogénio em &gua e oxigénio (Hermund, 2018; Félix et
al., 2021).

Jé& as enzimas secundarias agem indiretamente na oxidacao lipidica e podem ter efeito
sinérgico regenerando antioxidantes primarios, a glutationa redutase, por exemplo, é
responsavel pera regeneracdo do GSH, outros exemplos de enzimas secundarias sdo a glicose-
6-fosfato desidrogenase e a glutationa-s-transferase (Figeroa et al., 2018; Hermund, 2018;
Félix et al., 2021).

2.5 Uso de Antioxidantes nas Solucdes Crioprotetoras

Os lipideos sdo um dos principais integrantes para manter a integridade das membranas
celulares e, quando lhes ocorre uma extensa peroxidacgdo, toda a organiza¢do, montagem,
composicao e estrutura das membranas lipidicas € alterada (Gaschller & Stockwell, 2017). Os
compostos advindos da peroxidacédo lipidica, também sdo capazes de se tornarem compostos

reativos que consigam reticular DNA e proteinas (Gaschller & Stockwell, 2017).

Por apresentarem alto teor de acidos graxos poli-insaturados, os espermatozoides

possuem membranas extremamente suscetiveis a danos oxidativos, levando inclusive a
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infertilidade (Taylor, 2001). Devido as essas caracteristicas, 0s espermatozoides de peixes se
tornam alvo perfeito para injurias causadas pelas EROs, podendo sofrer peroxidacéo lipidica e
proteica, danos na peca intermedidria e no axonema, fragmentacdo do DNA e
comprometimento mitocondrial (Cabrita et al., 2014; Félix et al., 2021).

Os espermatozoides sdo células que demandam muita energia para desempenhar sua
funcdo, essa energia advém por duas vias metabolicas principais, atraves da glicélise que ocorre
na parte principal do flagelo e atraves da fosforilacdo oxidativa (OXPHQOS) que ocorre nas
mitocéndrias localizadas na parte intermediaria do flagelo (Du Plessis et al., 2015; Martin-
Hidalgo et al., 2019).

Os espermatozoides sdo poupados das EROs com antioxidantes naturais presentes do
plasma seminal, e a diluicdo desses antioxidantes na crio solucao revisita a necessidade do uso
de compostos antioxidantes como complemento dessas crio solucGes, na tentativa de amenizar
0 estresse oxidativo (Cabrita et al., 2011; Martinez-Paramo et al., 2012; Sandoval-Vargas et
al., 2021; Torres et al., 2024). As altas concentracdes de EROs encontradas em amostras de
sémen, podem estar associadas com o declinio do metabolismo de energia do espermatozoide,
na motilidade e na viabilidade espermética e fragmentacdo do DNA (Baumber et al., 2002;
Bilodeau et al., 2002 Souza & Morais, 2016).

Durante processos de criopreservacao, a exposicao abrupta da célula ao choque frio
juntamente com as varia¢des do oxigénio atmosférico, causam uma elevada producao de EROs,
como o anion superoxido (Oz-), peroxido de hidrogénio (H20>) e 6xido nitrico (NO) (Figueroa
etal., 2019; Torres et al., 2024).

Diante do exposto, 0s pesquisadores estdo em busca de alternativas para amenizar esses
efeitos (Cabrita et al., 2010; Figueroa et al., 2019; Félix et al., 2023). A criacdo de novos
protocolos de criopreservacao, tendem tentar neutralizar os danos causados em células expostas
a processos de criogenia como, deficiéncias de membrana, fragmentacdo de DNA, alteracbes
no potencial de membrana mitocondrial, perda de motilidade e viabilidade de espermatozoides
dentre outros (Cabrita et al., 2010; Figueroa et al., 2019; Félix et al., 2023).

Dessa forma, alternativas como antioxidantes associados a meios crioprotetores se
tornam viaveis, por conseguirem amenizar os efeitos do estresse oxidativo em células expostas
a processos de congelamento e descongelamento (Sandoval-Vargas et al., 2020; Félix et al.,
2023).
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Apesar dos beneficios explanados sobre o uso de antioxidantes em crio solucdes, a
suplementacdo dessas substancias em estudos com congelamento de sémen de peixe pode ser
melhor explorada (Osipova et al., 2016; Félix et al., 2023), assim como em outros tipos de

celulas criopreservadas.

2.6 Melatonina

A 5 metoxi-N-acetiltriptamina ou também conhecida por melatonina, foi descrita
bioquimicamente em 1959 (Lerner et al., 1959; Cipolla-Neto et al., 2019). Essa substancia é
derivada do triptofano (massa molecular de 232,3 g/mol) e apresenta propriedades
antioxidantes mediante estimulos em enzimas antioxidantes de diferentes tecidos (Cipolla-
Neto et al., 2019).

A molécula de melatonina é produzida principalmente pela glandula pineal, mas
também pode em outras regides do organismo como a retina, células da medula éssea,
plaquetas, pele e linfécitos (Tordjman et al., 2017; Santos et al., 2024), atuando com fungoes
autdcrinas e paracrinas (Cipolla-Neto et al., 2019). A melatonina € um horménio que consegue
sincronizar osciladores centrais e periféricos no pancreas, figado, rim, glandula adrenal fetal,
coracdo, pulmdo, intestino, mantendo a organizacdo temporal das funcbes bioldgicas
(Tordjman et al., 2017; Santos et al., 2024). A melatonina circulante no organismo é sintetizada
na glandula pineal, e a sua sintese est4 sob o controle do sistema nervoso simpatico, sendo
coordenada pelo ciclo circadiano, o qual se inicia no nicleo supraquiasmatico hipotalamico
(Cipolla-Neto et al., 2019; Baltatu et al., 2019), através das células ganglionares fotossensiveis
intrinsecas da retina (Cipolla-Neto et al., 2019). A secrecao de melatonina depende de um ritmo
circadiano sincronizado, claro-escuro (dia e noite), e sua sintese ocorre durante a fase escura

em mamiferos (Baltatu et al., 2019).

Esse hormdnio atua direta ou indiretamente regulando varios processos fisiologicos
como sono e vigilia, temperatura corporal, secre¢cdo hormonal e reproducdo (Carlomagno et
al., 2018; Lia et al., 2024). A molécula de melatonina pode agir via mecanismos de acao
dependentes de receptor (MT1 e MT2), ou por mecanismos ndo dependentes de receptores

como proteinas de ligacdo intracelular e efeitos antioxidantes (Baltatu et al., 2019).

Os receptores MT1 e MT2 sdo encontrados em neurdnios hipotalamicos que regulam
o0s processos de liberacdo de gonadotrofinas hipofisarias, estudos ressaltam que os receptores

MT1 e MT2 estdo presentes em tecidos reprodutivos humanos como as células da granulosa
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ovariana, células luteas, miométrio uterino, os quais podem influenciar a funcionalidade destas
células (Woo et al., 2001; Schlabritz-Loutsevitch et al., 2003; Dubocovich & Markowska,
2005; Li et al., 2024). Também ja foram identificados receptores de melatonina no tecido
cardiaco, e este hormonio pode interferir na pressédo arterial e frequéncia cardiaca (Baltatu et
al., 2017; Baltatu et al., 2019; Santos et al., 2024).

Além dos varios mecanismos de a¢do anteriormente citados, a melatonina também pode
operar como um potente eliminador de radicais livres (Baltatu et al., 2019; Santos et al.,2024)
e pode agir modulando processos inflamatorios e resposta imune (Carrillo-Vico A et al., 2005;
Santos et al., 2024).

Demonstrando os efeitos da melatonina, na motilidade de espermatozoides de peixes
apos a criopreservacdo, Torres et al. (2024), testaram trés diferentes antioxidantes: a taurina,
cisteina e a melatonina, na solucéo crioprotetora para o congelamento de espermatozoides de
Prochilodus brevis. Foram utilizadas as concentraces de 0,6, 1,12, 2,0 e 3,56 mM de
melatonina. Apds o descongelamento, a solucdo crioprotetora contendo a concentracao de 3,56
mM e 2 mM de melatonina, se apresentaram mais eficientes quanto a velocidade espermatica,
na velocidade média de trajetéria (VAP) e velocidade curvilinea (VCL). Porém, a melatonina
a 3,56 mM foi a que apresentou melhor resultado nos parametros cinéticos (motilidade rapida,
VCL, VSL (velocidade em linha reta) e VAP).

O uso de melatonina em solugdes crioprotetoras para criopreservacao de embrides em
outras espécies animais demonstrou ser extremamente eficiente (Castro et al., 2022), como
exemplos dessas espécies podemos citar bovinos (Zhao et al., 2015), suinos (Shi et al., 2009),
ovelha (Succu et al., 2011) e humanos (Espino et al., 2010; Ortiz et al., 2011).

Recentemente, Zhang et al. (2024), realizaram um estudo com criopreservacdo de
odcitos de humanos, suplementados com melatonina na concentra¢do de 10° M e um grupo
controle 0 M de melatonina. A seguir descongelaram essas células e cultivaram por 2,5h em
um meio de maturacdo, seguido por fertilizagdo, e transferéncia de embrido. Esse grupo
demonstrou que as taxas de sobrevivéncia, clivagem, embrido com alta qualidade, gravidez
clinica e gravidez em andamento foram consideravelmente melhores no grupo suplementado
com melatonina a 10"° M (62,40% versus 51,87%). Com esses resultados positivos, este estudo
sugeriu que a melatonina pode melhorar o desenvolvimento de o6citos humanos vitrificados,
refletindo na melhora da qualidade embrionéria, e principalmente, ela pode contribuir

efetivamente para a obtencdo de melhores resultados clinicos.
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Diante do exposto, a melatonina surge como alternativa antioxidante de protecdo aos
espermatozoides, dos danos causados pela oxidacdo quando essas células sdo expostas a

processos de criopreservacao (Souza & Morais, 2016).

2.7 Zebrafish

O zebrafish (Danio rerio) € um peixe bem descrito na literatura, possui genoma
sequenciado e homologia com 0 DNA humano (Kimmel, 1995; Horzmann & Freeman, 2018).
Em algum momento da evolugdo mamiferos e teledsteos se divergiram de um ancestral comum
a aproximadamente 340 milhdes de anos, apesar dessa contraposi¢do, 0 DNA do zebrafish é
ortdlogo ao DNA humano em aproximadamente 82% (Howe et al., 2013).

O primeiro pesquisador a utilizar o zebrafish como modelo experimental foi George
Streisingir, na década de 1970 (Baetene & Jong, 2018). Desde entdo, o zebrafish vem sendo
utilizado em estudos visando identificar teratogenos e, descobrir mecanismos de acdo de
toxicos (Bambino & Chu, 2017), dentre outras areas de pesquisa.

As reproducdes deste peixe alcancam elevado ndmero de prole (Bambino & Chu,
2017), e os embrides desse animal se desenvolvem externamente, sdo opticamente translicidos
nas primeiras horas pés-fertilizagdo (hpf) facilitando sua visualizagdo em microscopio dptico,
possuem desenvolvimento mais rapido que em mamiferos, e em até 72 hpf ja apresentam os
principais sistemas do corpo formados (Kimmel, 1995; Horzmann & Freeman, 2018).

Este ciprinideo possui organismo complexo, apresentando sistemas e 6rgaos com vias
metabdlicas semelhantes aos mamiferos, os quais permitem avaliacdo toxicocinética e
toxicodinamica de xenobidticos (Horzmann & Freeman, 2018). O zebrafish é extremamente
eficiente para o estudo de funcgdes imunes inatas, possui translucidez de forma que permita a
visualizacdo em tempo real de proteinas fluorescentes a nivel celular in vivo (Ren et al., 2017).

O sistema imunoldgico do zebrafish € extremamente semelhante ao dos mamiferos, este
sistema comeca a se desenvolver com 24 hpf, com macréfagos primitivos seguidos pelos
neutrofilos com 32 a 48 hpf, facilitando o estudo das larvas de zebrafish como modelo
experimental em estudos imunoldgicos (Zhou et al., 2020). O estudo de recrutamento de
neutrofilos é tdo importante que algumas linhas transgénicas de zebrafish como o Tg (corola:
GFP; lyz: Dsred) foram desenvolvidas especificamente para estudos imunoldgicos (Zhou et
al., 2020).

Com apenas 72 hpf as larvas de zebrafish possuem estruturas semelhantes aos animais

vertebrados como, notocorda, arcos faringeos, conto posterior, somitos, anatomia de
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vertebrados comparada a humana e, apesar de ndo ser mamifero, a espécie apresenta ortélogo
de aproximadamente 70% das proteinas comparaveis as humanas (Howe et al., 2013).

Entre 2 e 3 meses o D. rerio atinge maturidade sexual, e um casal de reprodutores
consegue realizar a producgédo de centenas de embrides uma vez por semana (Kimmel et al.,
1995; Baetene & Jong, 2018). Por apresentarem grande nimero de descendentes, esse modelo
experimental permite a realizacao de estudos longitudinais em escala populacional, com menor
custo quando comparados aos roedores (Lee et al., 2015; Bambino & Chu, 2017).

Por apresentarem genes homdlogos aos dos seres humanos, o zebrafish apresenta
semelhancas estruturais e funcionais com humanos. Dessa maneira, além de apresentarem
excelentes caracteristicas que justifiguem seu uso em estudos para avaliacdo de riscos
ambientais, também podem ser utilizados para estudos moleculares em humanos (Pyati et al.,
2007; Carnevali et al., 2010).

3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Avaliar a acdo antioxidante de concentracdes crescentes de melatonina (0; 10%; 10°; 10'M)

adicionadas a solucdo crioprotetora de sémen, tecido ovariano, e embrides de zebrafish.

3.2 Objetivos Especificos

Avaliar o efeito da adicdo de melatonina nas concentragdes de 0, 10, 10° e 107 M na
solucéo crioprotetora de sémen de zebrafish, sobre:

a) O estresse oxidativo nos espermatozoides ap0s a criopreservacao, através da analise de
peroxidacdo lipidica pelo teste de TBARS e a atividade de enzimas antioxidantes
(Catalase, Superédxido Dismutase e Glutationa S- Transferase);

b) O dano de DNA nos espermatozoides apOs a criopreservacao, através do Ensaio
Cometa;

Avaliar o efeito da adicdo de melatonina nas concentragdes de 0, 101, 10° e 107 M na
solucéo crioprotetora de tecido ovariano de zebrafish, sobre:

a) O estresse oxidativo nos o0citos ap0s a criopreservacgdo, atraveés da analise de peroxidacéao
lipidica pelo teste de TBARS e da mensuracdo do ensaio de diacetato de diclorodi-
hidrofluoresceina (DCF) e do potencial antioxidante redutor férrico (FRAP);

b) A viabilidade nos oocitos apos a criopreservacao, através da analise de integridade de

membrana;
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Avaliar o efeito da adicdo de melatonina nas concentragdes de 0, 10, 10° e 107 M na
solucdo crioprotetora de embrides de zebrafish, sobre:
a) A sobrevivéncia e taxa de eclosdo de embriBes apos o resfriamento.

4. CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo demonstraram que a melatonina apresentou um
potencial antioxidante para sémen de zebrafish, apesar de ndo demonstrar 0S mesmos
resultados para oocitos criopreservados e embrides resfriados de zebrafish. Estudos pregressos
com mamiferos demonstraram que a adicdo de melatonina a solugdo crioprotetora reduziu a
producdo de EROs e aumentou a capacidade antioxidante de sémen e tecido ovariano, nos
encorajando a testar em zebrafish. As perspectivas deste estudo sdo de testar diferentes
concentracdes para os odcitos e embrides de zebrafish criopreservado. A otimizacdo dos
protocolos de criopreservacao de gametas de zebrafish podem contribuir com a preservacao de
linhagens cepas da espécie importantissimas, como modelos bioldgicos para as mais diversas

areas do conhecimento.
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