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RESUMO

A proteina quinase B ou Akt é uma serina treonina quinase que atua no metabolismo, no
controle da sobrevivéncia e proliferacdo celular e no transporte de substancias. Ja foi
demonstrado em algumas espécies que durante a maturacdo in vitro (MIV) a enzima esta
envolvida desde a retomada da maturacdo até a progressdo ao estadio de metafase Il, mas
poucos sdo os trabalhos que estudaram a participacdo da Akt durante a MIV de ovdcitos
bovinos. Por isso, 0 objetivo desse estudo foi avaliar o efeito de diferentes concentragfes de
triciribina, um inibidor seletivo da Akt, em diferentes aspectos da matura¢do ovocitaria e na
PIV de embrides bovinos. Os complexos cumulus oophuros (COCs) foram maturados in vitro
por 22 horas em meio TCM 199, acrescido de 10% de SFB, 10g/mL de FSH, 5ug/mL de LH
e 1% de penicilina/estreptomicina e suplementados com: O (controle), 1, 5, 10 e 20 uM de
triciribina. O estadio de maturacdo nuclear e citoplasmatica foram avaliados pela marcagdo
com orceina acética e Lens culinaris-FITC, respectivamente. Os COCs foram fertilizados in
vitro e cultivados por nove dias. As taxas de clivagem, producdo de blastocisto e de eclosédo
foram determinadas nos dias trés, sete e nove do cultivo in vitro, respectivamente. Ovdcitos
provenientes de COCs tratados com 1 uM de triciribina foram corados as 3, 6 e 9 horas de
MIV para determinar a participacao do inibidor no rompimento da vesicula germinativa. Para
a quantificacdo do AMPc nos ovdcitos e nas células do cumulus (CCs) os COCs foram
tratados com 1 e 20 uM do inibidor. A exposi¢do dos COCs a 1, 5 e 10 uM de triciribina ndo
alterou o nimero de ovécitos maturados (P<0,05), mas a concentracdo de 20 UM reduziu o
namero de ovocitos em MII com um consequente aumento de ovdcitos em MI (P<0,05). Esta
concentra¢do reduziu de forma pronunciada o nimero de ovdcitos com granulos corticais
periféricos e as taxas de clivagem e de blastocistos (P<0,05). Por outro lado, quando os COCs
foram maturados em presenca de 1 UM houve um aumento na PIVe (P<0,05), mas esta
concentracédo ndo foi capaz de alterar o momento da retomada da meiose (P<0,05). Ndo houve
diferenga na concentracdo de AMPCc intraovocitario entre 0s grupos experimentais nos tempos
analisados (P<0,05). Por outro lado, as CCs apresentaram um aumento na concentracdo deste
nucleotideo as 3 horas de MIV (P=0,08) no grupo tratado com 1 uM do inibidor, quando
comparado ao controle. Conclui-se que a via Akt participa dos eventos nucleares e
citoplasmaticos da maturacdo in vitro de ovocitos bovinos, mas por mecanismos que nao

interferem na quebra da vesicula germinativa. A modulacdo da atividade da Akt de COCs



bovinos durante a MIV aumenta a PV por mecanismos néo elucidados neste trabalho, porém

mais estudos séo necessarios para identifica-los.



ABSTRACT

Protein kinase B or Akt is a serine threonine kinase that acts in metabolism, control of cell
survival and proliferation and substances transport. It has already been demonstrated in some
species that during in vitro maturation (IVM), enzymes is involved since vesicle germinal
break down (GVBD) until acquisition of metaphase Il, but few studies evaluated the
participation of Akt during bovine oocytes IVM. Therefore the aim of this study was to
evaluate the effect of different concentrations of triciribine, a selective Akt inhibitor, on
bovine oocyte maturation and IVP. Cumulus oophurus complexes (COCs) were matured in
vitro in TCM 199 supplemented with 10% FCS, FSH 10 g/mL, LH 5 pg/mL and 1%
penicillin/streptomycin. This maturation medium was supplemented with 0 (control), 1, 5, 10
and 20 puM of triciribine. IVM was performed in 100 pL drop (20 COCs/drop), submerged in
mineral oil and maintained in a humidified atmosphere containing 5% CO; in air, at 38.5 °C,
for 22 hours. Nuclear and cytoplasmic maturation were evaluated by acetic orcein and Lens
culinaris staining, respectively. COCs were fertilized in vitro and cultured for nine days. The
cleavage, blastocysts and hatch rates were determined on days three, seven and nine,
respectively. Oocytes from COCs treated with 1 uM of triciribine were stained at 3, 6 and 9
hours of IVM to determine the participation of inhibitor on vesicle germinal breakdown
(VGBD). Oocytes and cumulus cells from COCs in vitro matured with 1 and 20 uM of
triciribine were used for AMPc quantification. COCs treated with 1, 5 and 10 uM of
triciribine did not influenced the number of mature oocytes (P>0.05), but the treatment with
20 uM decreased the percentage of oocytes at M1l and increases the number of oocytes at Ml
(P<0.05). This concentration also markedly reduced the number of oocytes with peripheral
cortical granules (a characteristic of mature oocytes), cleavage and blastocyst rates (P<0.05).
On the other hand, when COCs were matured in presence of 1 uM there was an increase in
IVP (P<0.05), but this concentration was not able to alter GVBD. There was no difference on
intra-oocyte CAMP levels between experimental groups in analyzed times (P<0.05). However,
cumulus cells showed an increase in cAMP levels at 3 hours of IVM (P = 0.08) in 1uM
treated group when compared to control. Therefore, it can be concluded that Akt participate of
the nuclear and cytoplasmic maturation events. The modulation of Akt activity during IVM
improves IVP by mechanisms not yet elucidated in this work. More studies are needed to

identify them.
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1. INTRODUCAO

A proteina quinase B, também chamada de Akt, € uma serina treonina quinase que
apresenta trés isoformas: Aktl (PKBo), Akt2 (PKBp) e Akt3 (PKBy). E reconhecida por
participar de inimeros processos bioldgicos envolvidos no metabolismo (SIMONS et al.,
2012), na sobrevivéncia e proliferacdo celular (KUO et al., 2008) e no transporte de
substancias. Sua atividade é controlada pelo produto da fosfatidilinositol 3-quinase (PI13K), o
fosfatidilinositol 3,4,5 trifosfato (PIP3), que se liga ao dominio PH da enzima (dominio com
homologia a peclistrina), possibilitando a fosforilacdo dos residuos treonina 308 (Thr308) e
serina 473 (Ser 473) da subunidade guinase (FABO e ASSELIN, 2014). A proteina quinase 3-
fosfoinositideo 1 (PDK1) participa da fosforilacdo do residuo Thr 308 e o complexo alvo da
rapamicina 2 (mammalian target of rapamycin complex 2-mTORC?2) da fosforilagdo do
residuo Ser 473. Estima-se que a Akt possua mais de mil alvos identificados e cerca de apenas
50 deles tém funcdo conhecida (CECCONI et al., 2012).

No ovério das fémeas mamiferas a Akt participa desde o recrutamento dos foliculos
ovarianos para o crescimento e ovulagdo (RICHARDS e PANGAS, 2010) até a aquisicdo da
maturacdo ovocitaria (KAULOS et al., 2006; HOSHINO e SATO 2008) e competéncia para 0
desenvolvimento embrionario (ANDRADE et al., 2017).

Desde a vida fetal até a puberdade, os ovécitos encontram-se em um estadio conhecido
como dictiado (ou vesicula germinativa) e a maturacdo nuclear é interrompida durante a
profase da primeira divisdo meidtica (ADONA et al., 2013). In vivo, a retomada da maturacdo
ovocitaria e 0 rompimento da vesicula germinativa ocorrem ap6s a puberdade com o pico de
LH durante o ciclo estral, ja in vitro, a maturacdo ocorre de maneira espontanea ap0os a puncao
do foliculo e retirada do ovdcito do ambiente folicular inibitério (EDWARDS, 1965).

Os mecanismos que controlam a retomada da meiose nédo estéo totalmente elucidados,
mas sabe-se que o AMPc (adenosina 3',5'-monofosfato ciclico) apresenta importante papel
durante o processo (GILCHRIST et al., 2016). Este mensageiro é produzido pelas células do
cumulus e da granulosa quando estimuladas pelo FSH (MATTIOLI et al., 1994,
GRISWORLD et al., 1995) e alcangcam 0 ovocito por meio das juncbGes do tipo GAP
(KIDDER et al., 2002). Em camundongos ja foi demonstrado que parte do AMPc também
pode ser produzido pelo proprio ovocito (MEHLMANN et al., 2002). Com o pico de LH ou a

retirada do ovocito do foliculo ha o fechamento das juncbes e uma reducdo abrupta da
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concentracdo intraovocitaria do AMPc, o que leva a reducgdo da atividade da proteina quinase
A dependente de AMPc (PKA). Com a reducdo da atividade de PKA segue uma castaca de
eventos de fosforilacédo e desfosforilacdo de quinases que culmina com a ativacdo da mitogen-
activated protein kinase (MAPK) e do fator promotor da fase M (MPF), com consequente
retomada da maturacdo ovocitaria (VAN DER HURK e ZHAO, 2005).

Alguns trabalhos ja demonstraram a participacdo da via PI3K/Akt na maturacdo de
ovocitos em Xenopus (ANDERSEN et al., 1998), em camundongos (OKUMURA et al.,
2002; HOSHINO et al., 2008) e em suinos (KAULOS et al., 2009), mas em bovinos sao
poucos os trabalhos na area. Em 2005, Tomek et al. verificaram que os niveis de fosforilacdo
da Akt foram maiores apds 10 horas da MIV e que a enzima participa da progressdo do
estadio de metéfase | (MI) para metéfase 1l (M), pois quando um inibidor da Akt, 0 SH6 [D-
2,3-dideoxy-my o-inositol1-[(R)-2-methoxy-3-octadecyloxy], foi utilizado durante 24 horas

de MIV, houve um aumento do nimero de ovocitos em M.

Andersen et al. (1998) demonstraram que em Xenopus um dos alvos da via PI3K/Akt
durante a maturacdo ovocitaria € a enzima fosfodiesterase (PDE). Segundo estes autores, a
injecdo intracitoplasméatica de RNAm de Akt ativa aumentou a atividade de PDE e estimulou
a retomada da maturacdo. A Akt quando ativa fosforila a PDE aumentando sua atividade, e
esta Gltima, por sua vez, catalisa a transformacdo do AMPc em AMP, inativando-o. E possivel
que esse mecanismo possa atuar cooperando com a reducdo abrupta dos niveis de AMPc

durante a retomada da maturagdo ovocitaria.

Tem sido demonstrado que quando ovécitos sdo maturados in vitro pode haver uma
falta de sincronia entre a maturacdo nuclear e a maturacdo citoplasmatica. Este fato pode ser
devido a reducdo abrupta dos niveis de AMPc. Isto pode compremeter a qualidade da
maturagdo ovocitaria e consequentemente a producdo in vitro de embrides. Neste sentido tem
crescido o numero de trabalhos utilizando inibidores de enzimas que participam da maturacéo
nuclear, na tentativa de entender o papel de algumas quinases durante a MIV e para obter
melhor sincronia entre a maturacdo nuclear e citoplasmatica. Trabalhos anteriormente
desenvolvidos em nosso laboratério demonstraram que a inibicdo da PI3K utilizando o
wortmannin durante a MIV aumentou o nimero de ovocitos em metafase I, mas apesar disso,
houve um aumento da producao in vitro de blastocistos (GOMES, 2010; PEREIRA, 2014). E
possivel que o uso de inibidores da via PI3K/Akt promova uma regulacdo da atividade de
enzimas da via durante a queda dos niveis de AMPc, levando a uma melhora na sincronia

entre a maturacdo nuclear e a citoplasmatica.
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Em mamiferos sdo escassos os trabalhos utilizando inibidores especificos de Akt
durante MIV. Algumas drogas estdo disponiveis no mercado, mas muitas delas vém sendo
estudadas com o objetivo de tratar alguns tipos de neoplasias. A Triciribina® Merck é um
inibidor seletivo das trés isoformas da Akt. Seu uso reduziu significativamente o crescimento
do insulinoma e do tumor de células enddcrinas do intestino em 59 e 65%, respectivamente
(GLOESENKAMP et al., 2012), porém seu uso durante a maturagdo in vitro de ovocitos
ainda ndo havia sido investigado.

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da inibicdo direta da Akt,
utilizando a Triciribina® durante a maturagdo in vitro de complexos cumulus oophorus de
bovinos, buscando entender seu efeito sobre diferentes aspectos da maturagdo nuclear e
citoplasmatica e determinar o impacto do tratamento sobre a producdo in vitro de embrides
bovinos. O conhecimento adquirido pode, ndo so, resultar em um maior numero de embrides
bovinos produzidos in vitro, como também servir de base para um melhor entendimento da

participacdo da via PI3K/AKT na maturacao in vitro de ovocitos bovinos.
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2. OBJETIVO GERAL

2.1. Determinar o efeito da triciribina, um inibidor especifico da Akt, na maturagdo in vitro de
complexos cumulus oophorus (CCOs) de bovinos e seu impacto na producdo in vitro de

embrides.

2.2: OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1: Determinar o efeito da exposicdo dos CCOs a diferentes concentragdes de triciribina,

sobre a cinética de maturacdo nuclear e citoplasmatica de ovocitos bovinos;

2.2.2: Pesquisar o impacto da maturacdo in vitro de CCOs bovinos em meio suplementado

com triciribina na producdo in vitro de embrides;

2.2.3: Determinar o efeito da exposicdo dos CCOs a triciribina na concentracdo de AMPc em

ovocitos e nas células do cumulus.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1: ASPECTOS GERAIS DA MATURACAO OVOCITARIA

3.1.1: Ovogénese e foliculogénese

Durante a vida embrionéria, células germinativas primordiais (2n) que migraram para
as cristas germinativas, diferenciam-se em ovogonias e realizam sucessivas divisdes mitoticas
para povoar a gonada ainda em formacdo. No fim das divisbes mitéticas, as ovogonias
aumentam de tamanho, diferenciam-se em ovdcitos primarios (2n) e entram na primeira
divisdo meidtica, que logo serd interrompida no estadio de dipl6teno da profase da primeira
meiose (PAULINI et al., 2014). Estes ovocitos sdo entdo envolvidos por uma camada de
células da granulosa ndo diferenciadas que formam os chamados foliculos primordiais, que
constituem a reserva de estruturas ovarianas que serao utilizadas durante a vida reprodutiva da
fémea. Os foliculos primordiais sdo entdo recrutados para a maturacdo folicular de maneira
independente de gonadotrofinas, as células da granulosa tornam-se cuboides e estes foliculos
sdo entdo chamados de foliculos priméarios (VAN WEZEL e RODGERS, 1996). No foliculo
secundario ha a formacdo de vérias camadas de células da granulosa e a deposicdo inicial do
material que formara a zona peltcida em torno do ovécito (HULSHOF et al., 1994). Os
foliculos secundarios sao responsivos as gonadotrofinas e por isso podem prosseguir para o
proximo estadio de desenvolvimento, a formacdo do foliculo terciario (AERTS e BOLS,
2010).

No foliculo terciario ocorre a formagdo do antro, uma cavidade contendo o liquido
antral, uma importante fonte de moléculas reguladoras como o0 AMPc e 0 GMPc, horménios,
fatores de crescimento, enzimas e lipoproteinas que sdo derivadas do sangue e das células da
granulosa e das células do cumulus, que integram o foliculo. O mecanismo de formacédo do
antro ainda ndo esta bem elucidado, mas sabe-se que in vitro o FSH e fatores semelhantes a
insulina participam do processo (RODGERS e RODGERS, 2010). Os foliculos passam entéo
por uma fase de crescimento, recrutamento e selecdo, com a formacdo de receptores para LH

nas células da granulosa. Entdo, na puberdade, por meio da acdo de gonadotrofinas, ocorre a
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retomada e progressdo da meiose até o estddio de metdfase da segunda meiose (MII),
liberacdo do primeiro corpusculo polar e consequente formacgdo do ovdcito secundario, que
estd apto a fertilizacdo. Apds a fecundacdo hd novamente a retomada da meiose com a
extrusdo do segundo corpulsculo polar e fomagdo do ovocito com cromossomos de apenas

uma cromatide cada, que sofrera singamia com o pronucleo masculino (ADONA et al., 2013).

A este processo de capacitacdo do ovocito para a fertilizacdo e desenvolvimento
embrionario inicial da-se 0 nome de maturacdo ovocitaria, que envolve ndo sé a maturagédo
nuclear, com a formacdo da placa metafasica, mas também a maturacéo citoplasmaética e a
molecular (FERREIRA et al., 2009).

3.1.2: Maturacgéao nuclear

Os foliculos ovarianos constituem uma reserva finita que deve ter sua utilizacdo
controlada de maneira eficiente, ja que o crescimento folicular é um processo irreversivel, e
em geral os que ndo completarem o desenvolvimento culminando com a ovulagéo, sofreréo
atresia (JOHN et al., 2008). Os mecanismos moleculares responsaveis pelo blogueio e pela
ativacdo da maturacdo ovocitaria ndo estdo totalmente elucidados, porém sabe-se que a
interrupcao da comunicacéo entre as células do cumulus e o ovocito e consequente reducgéo da
oferta de importantes mensageiros responsaveis pela parada meiotica € um fator determinante
para a retomada da maturagdo. In vivo, o pico de LH leva ao fechamento das jungdes
comunicantes e consequente retomada da meiose e progressao até o estadio de metéafase da
segunda divis@o meidtica. Ja in vitro, a retomada da meiose acontece espontaneamente apos a
retirada dos foliculos do ambiente folicular inibitério e consequente fechamento das jungdes
(GILCHRIST et al., 2016).

Em camundongos ja foi demonstrado que o pico de LH leva ao fechamento das
juncbes comunicantes formadas pela conexina 43, de uma forma dependente da fosforilacao
da MAP quinase (MAPK), o que leva a interrupgdo da comunicagdo entre células do cumulus
e ovocito (CONTI et al., 2012). As jungbes comunicantes sdo regides especializadas em

membranas opostas de células vizinhas, formadas por proteinas pertencentes a familia das
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conexinas que se organizam em hexameros dispostos em pares, formando canais de
comunicacgdo entre células adjacentes distribuidos ao longo de membranas opostas. No COC,
as juncdes estabelecem a comunicacéo entre células do cumulus e entre o ovdcito e células do
cumulus, o que permite a passagem de importantes substancias de baixo peso molecular (até

1Kda) relacionadas ao metabolismo e ao controle do ciclo celular (PANT et al., 2005).

Dentre os metabdlitos ofertados pelas células do cumulus, 0 AMPc (adenosina 3',5'-
monofosfato ciclico) tem uma grande importancia na maturacdo ovocitaria devido a sua
relacdo com algumas quinases na manutencdo da parada meiotica. No COC, o AMPc ¢
predominantemente sintetizado nas células do cumulus e da granulosa quando estimuladas
pelo FSH, que por meio de um receptor GTP, ativa a adenilato ciclase (AC) levando a
producdo do AMPc (adenosina 3°,5° monofosfato ciclico) a partir do ATP (adenosina
trifosfato) (SHIMADA, 2013). Parte do AMPc intraovocitério é produzido pelos ovocitos,
porém tais mecanismos ndo estdo completamente elucidados. Em 2002, MEHLMANN et al.
demonstraram que receptores do tipo 3 acoplados a proteina G (GPR3), que ativam a
adenilato ciclase, participam da manutencao da parada meidtica no estadio de VG. Mehlmann
et al. (2004) demonstraram ainda que camundongos knock out para o recepetor GPR3
retomam a meiose de uma maneira independente do LH e este fen6tipo pode ser revertido por

meio da injecdo intraovocitaria de RNAm para GPRS3.

A enzima fosfodiesterase (PDE) também participa da regulacdo dos niveis
intraovocitarios de AMPc, convertendo esse nucleotideo em 5 AMP. Seu papel na
manutencdo do estadio de vesicula germinativa ja foi demonstrado em camundongos
(BORNSLAEGER et al., 1985), suinos (SASSEVILLE et al., 2008), bovinos (THOMAS et
al., 2004), primatas (JENSEN et al., 2002), entre outros. A enzima apresenta diferentes
isoformas que parecem variar entre as espécies ou conforme o compartimento folicular. Em
bovinos, por exemplo, a PDE3 A ou B é encontrada no ovdcito, enquanto que a PDE4 é

predominantemente expressa nas células do cumulus (THOMAS et al.,2002).

Uma das formas de controle da atividade da PDE é por meio da a¢do da guanosina
monofosfato ciclica (GMPc), outro nucleotideo ciclico produzido nas células do cumulus e da
granulosa e transferido para o ovdcito via jungbes comunicantes (NORRIS et al., 2009). A
afinidade da PDE para AMPc e GMPc ¢ similar, porém o GMPc é hidrolizado a uma taxa de
apenas 10% da observada para 0 AMPc. Dessa forma, a presenca de maiores quantidades de
GMPc aumenta os niveis intraovocitarios de AMPc por ocuparem os sitios cataliticos dessa
enzima (FRANCIS et al., 2011). Zhang et al. (2010) demonstraram que em camundongos, as
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células do cumulus sdo estimuladas pelo peptideo natriurético tipo C (NPPC) para produzir o
GMPc. Em bovinos os peptideos natriuréticos tipo A e C também estimularam a producéo de
GMPc, mas curiosamente estimularam a retomada da meiose inibida por forskolin, um
inibidor de PDE. Outra forma de controle da PDE é por meio da via PI3K/AKkt, na qual a Akt
fosforila e aumenta a atividade de PDE.

As elevadas concentracdes de AMPc intraovocitarias mantém o estadio de vesicula
germinativa e a diminui¢do da concentracdo deste mensageiro esta relacionada a uma cascata
de eventos bioguimicos que culminam com a ativacdo do MPF e consequente retomada da
meiose. O MPF também conhecido como CDK1 (Cyclin-dependent kinase-1 ou quinase
dependente de ciclina) é um regulador universal da divisdo celular de células eucariotas. E
uma ciclina dependente de quinase formada por duas subunidades: uma unidade catalitica,
p34(cdc2) e uma unidade regulatdria, a ciclina B. Sua atividade é controlada durante o ciclo
celular de acordo com o acUimulo e degradagdo de ciclinas e por proteinas regulatorias,
podendo assim estar na forma fosforilada e inativa (pré-MPF) ou desfosforilada e ativa (VAN
DER HURK e ZHAO 2005).

Com a reducédo da oferta de AMPc ha uma reducdo da atividade da proteina quinase
dependente de AMPc (PKA), umas das principais responsaveis por manter a parada meidética
em ovacitos mamiferos (KOVO et al., 2006). Com a reducdo da atividade desta quinase ha
um aumento da atividade de Mos, uma serina treonina quinase exclusiva de células
germinativas e derivada do proto-oncogene c-mos (GEBAUER e RICHTER, 1996; DUPRE
et al., 2010). As Mos quinases, por sua vez, controlam a atividade de MEK, também chamada
de MAPK-ERK kinase 1 ou MEK1, que fosforila e ativa a MAPK (GARDNER et al., 1994).
As ERK (Extracellular signal-regulated protein kinases) sdo quinases encontradas em
ovocitos mamiferos sob duas isoformas, ERK1 (p44) e ERK2 (p42), sendo esta Gltima a
isoforma predominante em ovdcitos bovinos (Figura 01). E importante destacar que estes
mecanismos estdo bem elucidados em roedores e em Xenopus, mas pouco conhecimento esta
disponivel em animais de producdo (VAN DER HURK e ZHAO, 2005; FAN e SUN, 2004).
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Figura 01: Mecanismo ativado pela progesterona que controla a ativacdo do MPF em ovdcitos de
Xenopus. O mecanismo envolve a ativacdo da MAPK por meio da reducdo da atividade da PKA
dependente de AMP, que resulta na ativacdo de Mos e MEK. A ativacdo de MAPK leva a ativagdo
do MPF por meio da inibicdo do Myt1, a quinase responsavel pela fosforilago inibitéria da Cdc2
nos residuos treonina-14 e tirosina-15. Outro mecanismo envolve a ativacao de polo like quinases
que aumenta a atividade de MPF por meio da desfosforilagdo de Cdc2 no residuo serina 287.
Fonte: VAN DER HURK e ZHAO, 2005.

A cascata de regulacgdo Mos/MEK/MAPK é considerada um regulador critico da
divisdo meidtica devido ao seu controle sobre o MPF, ja que com a ativacdo da MAPK, por
meio da inibicdo de Mytl, ocorre a ativacdo do MPF. A MAPK em bovinos torna-se ativa
préximo ao momento de quebra da vesicula germinativa mantendo-se em elevados niveis
durante a transicdo MI/MII. Outro mecanismo que parece cooperar com a ativacdo do MPF
envolve a participagéo das polo like quinases (PLKK) por meio da desfosforilacdo de Cdc25
no residuo serina 287 (VAN DER HURK e ZHAO, 2005).

Ap0s a ativagdo, a atividade do MPF oscila entre as divisdes celulares. Este complexo
apresenta alta atividade em ovocitos no reinicio das divisdes meidticas, alcancando seu maior
nivel na meiose I. No fim da meiose |, durante a transi¢do da anafase para a tel6fase, had uma
diminuicdo da atividade do MPF e liberacdo do primeiro corpusculo polar. Com o reinicio da
meiose 11 ha um novo aumento da atividade de MPF e o ovocito alcanca o estadio de metéfase
Il. O ovdcito permanece entdo, do estadio de metéafase Il até o momento da fertilizacdo
quando h& uma nova retomada do ciclo celular com a liberagdo do segundo corpusculo polar
(BRUNET e MARO, 2005).
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3.1.3: Maturacéo citoplasmatica

A maturacdo citoplasmatica consiste na redistribuicdo das organelas no citoplasma
ovocitario preparando-o para a fertilizacdo (FERREIRA et al., 2009). Durante a maturagédo
citoplasmatica, as mitocondrias, por exemplo, deixam as regides periféricas do ovdcito e
movimentam-se para areas de grande demanda de energia, as regiées mais centrais proximas
ao nucleo (HYTTEL et al., 1986) e tal movimentacéo € mediada pelos microtubulos (SUN et
al., 2001). Estas organelas sdo encontradas em elevado numero em ovdcitos mamiferos e sua
distribuicdo citoplasmatica antes e depois da MIV estd altamente relacionada a qualidade

ovocitéria, o que influencia diretamente a qualidade embrionaria (STOJKOVIC et al., 2001).

Assim como as mitocondrias, as gotas lipidicas tendem a migrar da periferia em
direcdo ao nucleo, provavelmente, como garantia da oferta energética para o desenvolvimento
inicial de mamiferos (HYTTEL et al., 1997). E possivel que a correlagio entre as

mitocondrias e as gotas lipidicas seja favoravel a f-oxidacdo (DUNNING et al., 2014).

O reticulo endoplasmatico regula as concentragcbes de calcio intracelular, outro
importante modulador da maturacdo. O pico de LH estimula o rapido aumento do célcio
intracelular nas células do cumulus pela ativacdo da fosfolipase C, um influxo de célcio do
meio extracelular e a sintese de ciclinas e, possivelmente, de outras proteinas do ciclo celular.
Tem sido proposto que a modificagdo das ciclinas pelo sinal de célcio é requerida para a
ativacdo completa do MPF. O reticulo controla ainda o estoque Ca*™* que sera utilizado na
ativacdo celular apos a fertilizagdo. Ap6s a VGBD, o reticulo é encontrado na regido cortical
dos ovocitos e ao longo da maturacdo forma pequenos clusters distribuidos em todo o
citoplasma, exceto ao redor do fuso (FERREIRA et al., 2009).

Os ribossomos séo sintetizados pela transcricdo de RNAsS mensageiros ribossomais
(rRNA) e séo responsaveis pela sintese proteica. Eles podem ser encontrados livres no citosol
ou associados ao reticulo endoplasmatico, formando assim o reticulo endoplasmatico rugoso
(HITTEL et al., 2001).
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O complexo de Golgi, por sua vez, encontra-se co-localizado ao reticulo
endoplasmaético. Durante o estadio de vesicula germinativa o complexo de Golgi apresenta-se
como estruturas semelhantes a fragmentos, ja apds a VGBD, sdo semelhantes a vesiculas e
sdo encontrados proximos ao nucleo. Ao fim do processo de maturacdo ovocitaria estas

organelas estdo quase ausentes (MORENO et al., 2002).

Os granulos corticais sdo organelas secretorias, originarias do complexo de Golgi e
dispostas na regido cortical dos ovocitos mamiferos. Estes granulos foram demonstrados pela
primeira vez em 1956 por Austin e apresentam importante funcdo pdés-fertilizacdo. No inicio
da maturacdo estas organelas estdo dispostas em aglomerados (clusters) e apds a maturagédo
alcancam distribuicdo justaposta a membrana plasmatica para desempenhar importante
funcdo, o bloqueio a polispermia (HYTTEL et al., 1986). Apos a fertilizacdo, os granulos
corticais liberam seu contetdo proteico por exocitose no espaco perivitelinico levando a uma
modificacdo na estrutura da zona pellcida, de modo a impedir a fertilizagdo do ovocito por
mais de um espermatozoide, condicdo esta incompativel com o desenvolvimento embrionario
(WANG et al., 1997). Ja foi demonstrado que a redistribui¢do dos granulos corticais durante a
maturagdo ocorre por meio do rearranjo de microfilamentos de actina (KIM et al., 1996;
CONNORS et al., 1998; WESSEL et al., 2002) e esta migracdo tem sido utilizada como um
critério de verificacdo da maturacdo citoplasmatica ((BARRETTO et al., 2007; ZHAO et al.,
2017).

Aléem das organelas, os filamentos do citoesqueleto do ovocito — microtubulos,
microfilamentos de actina e os filamentos intermediérios — alteram sua distribui¢do durante a
maturacdo. Esses componentes apresentam importante fun¢do durante o processo, atuando na
organizacdo do fuso meiotico para a correta segregacdo dos cromossomos, liberacdo do
corpusculo polar, citocinese e no trafico de substancias e organelas (FERREIRA et al., 2009).
Os microtubulos sdo formados a partir de subunidades de tubulina e logo ap6s o rompimento
da vesicula germinativa, formam uma pequena aster, proxima a cromatina condensada, que
vai alongando-se e envolve o material genético. Durante o estadio de metafase II, os
microtUbulos organizam-se para formar o fuso da segunda divisdo que culminard com a
separagdo das cromatides irmds. Os microfilamentos sdo formados de subunidades de actina
que formam uma rede uniforme em torno do cértex celular e da cromatina (KIM et al., 2000).
Os filamentos intermediarios sdo formados por subunidades de polipeptideos arranjados de
maneira andloga aos microtdbulos e microfilamentos de actina. Sua funcdo ndo estad

totalmente elucidada, mas parece ser relacionada a resisténcia em resposta ao estresse.
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3.1.4: Maturacao molecular

A maturacdo molecular compreende a transcricdo e o0 armazenamento de RNA
mensageiros (RNAm) que serdo traduzidos em proteinas pelos ribossomos, para serem
utilizadas durante a maturacao ovocitaria, fertilizacdo e desenvolvimento embrionéario inicial.
Apbs a VGBD a transcricdo génica € praticamente nula, sendo assim todo o RNAm e
proteinas estocados serdo traduzidos e utilizados no momento adequado durante a maturagao
e desenvolvimento embrionério inicial, até a ativacdo do genoma embrionario. (SIRARD,
2001; OLIVEIRA et al., 2009).

Apesar de todo o conhecimento adquirido na area até os dias atuais, a eficiéncia na
producdo in vitro (PIV) de embrides resultantes de ovdcitos maturados in vitro, é inferior a
PIV a partir de ovécitos maturados in vivo. Este efeito pode ser devido a capacitacdo que 0s
ovocitos dos foliculos dominantes sofrem antes do pico de LH e que ndo ocorre nos ovocitos
puncionados. Segundo Hittel (1999), quando ovdcitos sao coletados de foliculos dominantes
logo apds o pico de LH e fertilizados in vitro, a taxa de producéo in vitro de embrides alcanca
cerca de 50% de eficiéncia, porém quando ovdcitos sdo obtidos de foliculos de 2-6 mm,
maturados e fertilizados in vitro a producdo de embrides alcanga somente cerca de 30% de
eficiéncia.

Quando os ovécitos sdo puncionados do ambiente folicular, retomam a meiose e
facilmente alcancam o estadio de metéafase Il (MCGAUGHEY et al., 1990), alcangando cerca
de 80-90% de eficiéncia. Por outro lado, apenas 60-70 % dos ovdcitos maturados in vitro
atingem a chamada maturacdo citoplasmatica (PAYTON et al., 2004; MO et al., 2014). Estes
efeitos podem ser atribuidos a falta de sincronia entre a maturacdo nuclear e a citoplasmatica
(BILODEAU-GOESEELS, 2012). Assim, tem crescido o nimero de trabalhos utilizando
moduladores de enzimas que participam da maturacdo (PARK et al., 2016; ZHANG et al.,
2017) e metodologias como o SPOM - Simulated physiological oocyte maturation — (ALBUZ
et al., 2010; GILCHRIST et al., 2015), na tentativa de obter melhores condi¢es de maturagéo
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in vitro, melhor sincronia entre a maturacdo nuclear e citoplasmatica e consequente aumento

no numero de embrides produzidos in vitro.

3.2: PARTICIPACAO DA VIA PI3K/AKT NA MATURACAO IN VITRO DE OVOCITOS
BOVINOS

As enzimas fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) e a proteina quinase B, também
conhecida como AKT, fazem parte de uma importante via enzimatica, a via PI3K/Akt, a qual
desempenha uma acdo critica na regulacdo de varios processos celulares, incluindo o
controle do ciclo celular, diferenciacéo e sobrevivéncia celular, reparo do DNA, metabolismo
celular e na sintese proteica. A via PI3K/Akt participa ainda do mecanismo de diversos
processos patoldégicos em humanos, tais como o cancer (WU e HU, 2010; FRUMAN e
ROMMEL, 2014) e diabetes. Além disso, a via tem uma participacdo importante na obesidade
(YIN et al., 2017) e no processo de envelhecimento (TZIVION e HAY, 2011; TROTT et al.,
2013).

A PI3K é uma quinase que fosforila o anel inositol de fosfolipidios. A familia das
quinases que fosforilam lipidios foi identificada nos anos 90 e atualmente é dividida em trés
classes (I, Il e 111), de acordo com suas caracteristicas estruturais e afinidade pelo substrato. A
classe | é a mais estudada e geralmente quando um efeito € atribuido a PI3K, esta sendo

referido & atividade dos membros desta classe.

A classe | se divide nos grupos A e B. A PI3K da classe IA é formada por uma
subunidade catalitica (p110) e uma subunidade regulatoria (p85). A subunidade regulatéria é
responsavel pela localizacéo, ligacéo ao receptor e ativagdo da enzima, enquanto a subunidade
catalitica fosforila o PIP2, formando o PIP3, o qual recruta os alvos dowscream da enzima.
As enzimas da classe 1B também sdo um heterodimero formado por duas subunidades: a
pl0O1, a subunidade regulatoria, e a pll0y, a subunidade catalitica. A classe IB ¢
principalmente encontrada em leucdcitos. As PI3K de classe Il sdo formadas por uma Unica
subunidade catalitica e utilizam o Pl ou P14 como substrato. As trés isoformas séo conhecidas
como PI3KC2a, PI3KC2B e PI3KC2y. A fungdo celular desta classe ndao ¢ totalmente
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conhecida. A classse Il da familia das PI13Ks também é formada por uma Unica subunidade
catalitica, a Vps34, que produz somente o PIP3, um importante regulador do trafego de
substancias na membrana plasmatica, possivelmente por meio de sinais relacionados ao
mTOR (mammalian target of mTOR). Supde-se que as PI3K de classe Ill participem do
controle da autofagia e a resposta celular para o acimulo de nutrientes (para revisdo
DIENSTMANN et al., 2014; JEAN e KIGER 2014).

A ativacdo da PI3K promove a fosforilacdo do grupo 3"-OH do anel inositol do
fosfotidilinositol 4,5 bifosfato (PI(4,5)P2), um fosfolipidio de membrana, catalisando sua
transformacéo no fosfatidilinositol 3,4,5 trifosfato (P1(3,4,5)P3), que possui alta afinidade por
proteinas com o dominio PH (dominio com homologia a pleckstrina), tais como a PDK1 e a
AKT (LIETZKE et al., 2000).

A participacdo da via PI3K/Akt na maturacdo de ovdcitos é conhecida ha alguns anos,
principalmente em roedores e em Xenopus (ANDERSEN et al., 1998; OKUMURA et al.,
2002; KANG e HAN, 2011), mas pouco se sabe da sua atuacdo na maturagdo in vitro de
ovacitos bovinos. Em 1997, Anas e colaboradores demonstraram pela primeira vez a
participacdo da via PI3k/Akt na maturacdo in vitro de ovdcitos bovinos. Estes autores
utilizaram diferentes doses de wortmannin e LY294002 [2-(4-Morpholinyl)-8- phenyl-4H-I-
benzopyran-4-one], inibidores da PI3K, durante a MIV e observaram uma reducdo dose
dependente do nimero de ovdcitos que progrediram da meiose | para meiose 1l apds 24 horas

de maturagéo in vitro.

No ano de 2000, este mesmo grupo de pesquisadores demonstrou que o tratamento
dos ovacitos durante a MIV com 1000 nM de wortmannin néo interferiu no rompimento da
vesicula germinativa, mas alterou significativamente a atividade do MPF. Tanto nos grupos
tratados, como naqueles ndo tratados houve um aumento progressivo do MPF até as 12 horas
de cultivo. No grupo controle foi observada uma diminui¢do acentuada da atividade do MPF
apos as 14 horas de cultivo, e entdo houve um novo aumento atingindo niveis maximos apds
20-24 horas de MIV. Por outro lado, quando o inibidor da PI3K foi utilizado, ndo houve
declinio da atividade de MPF entre o intervalo de 12 as 24 horas, demonstrando assim, o
papel da via PI3k/Akt na atividade do MPF e na maturacdo in vitro de ovdcitos bovinos
(ANAS et al., 2000).

Trabalhos do nosso grupo tém mostrado que a modulagdo da enzima PI3K, utilizando

20 nM do wortmannin, também levou a um aumento na porcentagem de ovécito em metéafase
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| apds 22 horas de MIV. Apesar disso, houve um aumento na producdo in vitro de embrides
(GOMES, 2010; PEREIRA, 2014).

Recentemente foi avaliado o efeito do FSH e da PI3K na viabilidade celular, na
maturacdo ovocitéaria, no desenvolvimento embrionério, esteroidogénese e na expressao de
importantes genes ligados a apoptose (BAX), a sobrevivéncia celular (BCL2), e a
esteroidogénese (LHR, FSHR, CYP11A1, CYP19A1 e HSD17B1) nas células do cumulus e
ovocitos. O FSH aumentou significativamente a taxa de maturacdo nuclear, mas a inibicao de
PI3K (100 uM de LY294002) bloqueou a extrusdo do primeiro corpusculo polar, sem afetar a
viabilidade ovocitéaria. Quando o inibidor de PI3K foi adicionado ao meio de MIV a producéo
de embrides ndo foi afetada, porém quando foi utilizado em conjunto com o FSH houve uma
reducdo significativa no nimero de blastocistos produzidos. Com relacdo a esteroidogénese, a
inibicdo de PI3K reduziu a producdo de E2 e a relacdo E2/P4, tanto em presenca como na
auséncia de FSH, e aumentou a producdo de P4 somente na auséncia de FSH. Nas células do
cumulus, em presenca de FSH houve superexpressdo dos genes BAX e BCL2, e a inibicdo de
P13k afetou somente a expressdo de BAX. Por outro lado, no ovdcito, a inibicdo da PI3k
levou a um aumento da expressdo de BCL2 e reducdo da expressdo dos genes LHR, FSHR,
CYP11Al, CYP19Al1 e HSD17B1 em meio sem FSH. Estes resultados confirmaram a
particdo da via na progressdo da maturacdo e consequente extrusdo do corpusculo polar e
demonstraram pela primeira vez o papel da via no controle da expressdo de genes ligados a

sobrevivéncia celular e esteroidogénese de COCs bovinos (DE SOUZA et al., 2017).

Também foi demonstrada a participacdo da via na competéncia do desenvolvimento de
ovocitos bovinos. Células obtidas de foliculos cujos ovécitos se desenvolveram a blastocistos
apos ativacao partenogenética, apresentaram reduzida atividade de PTEN, 0 que sugere uma
upregulation da via PI3K/Akt nessas células (ANDRADE et al., 2017).

Devido a esses achados, tem havido um crescente interesse da participagédo da via
PI3K/Akt na reprodugdo de mamiferos, mais especificamente na maturagdo ovocitaria,
buscando incrementar os indices de producdo in vitro de embrides (JOHN et al., 2008;
KAISER DE SOUZA et al., 2017; ANDRADE et al., 2017). Alguns estudos ja demonstraram
o efeito da inibicdo da PI3K na maturacdo de ovocitos, mas poucos trabalhos avaliaram o

efeito da inibicéo direta da Akt.
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3.3. AKT/PROTEINA QUINASE B (PKB)

A enzima Akt, também conhecida como proteina quinase B (PKB), pertencente a
superfamilia das proteinas serina/treonina é formada por trés dominios: um dominio N-
terminal com elevada homologia com a Pleckstrina, por isso chamado de dominio PH, um
dominio quinase e um dominio C-terminal regulatério hidrofébico (HOSHINO e SATO,
2008). A Akt foi identificada em 1997 e devido a sua homologia estrutural com a PKC (73%)
e a PKA (68%), foi atribuido 0 nome PKB. Ao mesmo tempo, a quinase foi identificada como
0 produto do oncogene viral v-AKT, surgindo entdo o nome AKT. Os nomes AKT e PKB sdo
igualmente utilizados (DOWNWARD, 1998).

A Akt apresenta trés isoformas: Aktl (PKBa), Akt2 (PKBp) e Akt3 (PKBy) e suas
funcdes ndo estdo totalmente elucidadas, mas € possivel que sinais isoforma-especificos,
estejam relacionados as suas funcdes. Apesar da elevada homologia entre elas (80%), sua
distribuicdo nos tecidos é heterogénea. A Aktl € mais encontrada no cérebro, nos pulmdes e
no coracao, a Akt2 na musculatura esquelética e na gordura do bagco embrionario, enquanto a
Akt3 é mais expressa nos rins, no cérebro e no coracdo embrionario (CECCONI et al., 2012;
FABI e ASSELIN, 2014).

Em camundongos, a Akt 1 parece estar relacionada a sobrevivéncia celular, ja que
camundongos knock out para essa isoforma da enzima mostraram falhas no desenvolvimento
e pontos de apoptose em diferentes tecidos. J& a Akt 2 parece estar relacionada ao
metabolismo da glicose, pois camundongos Akt 2-knock out desenvolveram diabetes. As
funcbes da Akt 3 sdo pouco conhecidas, mas os camundongos Akt 3-knock out apresentaram
falha no desenvolvimento cerebral (CECCONI et al., 2012).

A Aktl ja foi identificada nas células da granulosa e em ovdcitos de roedores
(REDDY et al., 2009), enquanto que em suinos, essa isoforma foi identificada em células da
granulosa de foliculos primordiais e em camadas basais dessas células em foliculos pré-
antrais e antrais, no entanto ndo foram encontradas em foliculos atrésicos e em corpos luteos.
Em humanos, a Aktl foi encontrada em foliculos em todos os estadios de desenvolvimento e
em células luteais (GOTO et al., 2007), entretanto em bovinos, ainda ndo foram identificadas

as isoformas presentes em ovacitos e células da granulosa.
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A atividade da Akt é regulada pelo produto da enzima PI3K, o PI (3,4,5)P3, que se
liga a subunidade PH da enzima por meio da fosforilagdo dos residuos Thr 308 e Ser 473 da
subunidade quinase. E possivel que sua localizacdo na membrana seja necesséria para sua
funcdo. A fosforilacdo do residuo Thr 308 é dependente da proteina quinase 3- fosfoinusitide
dependente 1 (PDK1) e a fosforilagdo do residuo Ser 473 do complexo, alvo da rapamicina 2
(mammalian target of rapamycin complex 2-mTORC2). Tem sido demonstrado que a
fosforilacdo do residuo Ser 473 facilita a fosforilacdo da Thr 308, podendo determinar sua
especificidade bem como sua acdo (FABI e ASSELIN, 2014) (Figura 02).
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Figura 02: Desenho esquematico do mecanismo de ativagdo da Akt e alguns de seus alvos.
Adaptado de CECCONI et al. (2012).

E possivel que a Akt possua mais de mil substratos e apenas cerca de 50 deles tenham
suas fungdes caracterizadas. Esta quinase foi inicialmente descrita devido a sua capacidade de
regular a proliferacdo celular e a apoptose. Ela participa do controle da apoptose por regular a
atividade de fatores transcricionais necessarios para a expressao de moléculas anti e pré
apoptoticas. Ela pode regular negativamente fatores pro-apoptoticos como caspase-9 e 0 BAD
e regular positivamente alguns fatores de sobrevivéncia como o fator CREB, o Oxido nitrico
(BRAZIL et al.,, 2002) e o fator nuclear-kB (ROMASHKOVA e MAKAROV, 1999),
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promovendo a sobrevivéncia celular. A Akt também controla a sobrevivéncia celular por meio
da fosforilag&o direta dos membros da familia Bcl-2 de fatores antiapoptdticos e por regular a
expressao desses fatores (ADAMS e CORY, 1998).

A enzima glicogénio sintase quinase 3 (GSK3) e as proteinas da superfamilia do
FOXO (Forkhead family of transcription factors) sdo os alvos ovarianos mais estudados da
Akt (CECCONI et al., 2012). A GSK3 quando fosforilada pela Akt, torna-se inativada e deixa
de fosforilar a glicogénio sintase (GS), levando a um aumento da utilizacdo da glicose para a
producdo de glicogénio. Além disso, a GSK3 estd envolvida na sintese de proteinas, na
dindmica de microtubulos, proliferacdo e diferenciacdo celular (UZBEKOVA et al., 2009).
Em bovinos, a GSK3 ja foi identificada em foliculos ovarianos em diferentes estadios de
desenvolvimento, e durante a maturacdo in vitro participa da progressdao da meiose entre 0
estagio de MI-MII, possivelmente por um mecanismo envolvendo as Aurora quinases, além

de atuar no metabolismo do ovécito e do embrido.

A Akt também participa do processo de recrutamento de foliculos para o
desenvolvimento e maturacdo. Tal mecanismo deve ser muito bem controlado por tratar-se de
uma reserva finita de células germinativas e a deplecdo do pool de foliculos primordiais estar
relacionada a fendmenos como a menopausa e a falha ovariana prematura em mulheres. A
PI3K/Akt participa deste processo por meio de um mecanismo envolvendo Kit-ligante (KL),
expresso nas células do cumulus, e receptores KL, presentes no ovocito, e os fatores de
transcricdo pertencentes a familia FOXO. Em camundongos, a ablacdo de Pten, um inibidor
fisiologico da Akt, ocasionou a hiperativacdo desta enzima, e a hiperfosforilagdo de FOXO3,
0 que levou a ativagdo global de foliculos primordiais e consequente falha ovariana prematura
(JOHN et al., 2008). Este efeito pode ser devido ao aumento da expressédo do inibidor de ciclo
celular p27 e prevencdo de sua exportacdo para o citoplasma, garantindo o efeito inibitdrio
desta proteina no nucleo (RICHARDS e PANGAS, 2010).

A participacdo da Akt na maturagdo ovocitaria de mamiferos tem sido pouco
explorada e até 0 momento ndo ha um consenso sobre a participacdo da enzima na retomada e
progressdo da meiose entre as especies. Em ovocitos de Xenopus laevis a injecdo
intraovocitaria de RNAm codificante de Akt ativa induziu o rompimento da vesicula
germinativa (VGBD) de modo semelhante ao obtido quando da inducdo por insulina e
progesterona. Além disso, o tratamento praticamente duplicou a atividade da fosfodiesterase
(PDE). A inducédo da VGBD pela injecdo de RNAm codificante de Akt foi blogueada em
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presenca de cilostamide, um inibidor de PDE 3A, sugerindo que PDE € um alvo distal da Akt
na cascata enzimatica que leva a retomada da meiose (ANDERSEN et al., 1998).

Em camundongos, a ativacdo da Akt precede a VGBD, tanto na maturacao in vivo
como na in vitro, e a inibi¢éo da via PI3K/AKkt levou a inibigdo da retomada da meiose e 0 uso
de LY-294002, inibidor da via PI3K/Akt, reduziu a fosforilagéo de Akt e de CDK1, sugerindo
que nesta espécie a Akt pode estar envolvida na ativacdo de CDK1 e na retomada da meiose
(KAULOS et al., 2006). Durante a progressdo da meiose nesta espécie, a Akt fosforilada no
residuo Serina 473 (pAkt-Ser473) e a Akt fosforilada no residuo treonina (pAkt-Thr308)
agem de forma independente para que 0s ovdcitos atinjam a maturacdo nuclear e a capacidade
para a fertilizacdo. A pAkt-Ser473 apresenta distribuicdo justaposta aos microtabulos,
enquanto que a pAkt-Thr308 foi localizada proxima ao material pericentriolar durante a
metafase | e Il (HOSHINO, 2004) e o uso de anticorpos especificos para a pAkt-Ser473
comprometeu a extrusdo do segundo corplsculo polar. Quando anticorpos para pAkt-Thr308
foram utilizados houve extrusdo do segundo corpusculo polar, porém a distribuicdo de
microtUbulos foi afetada e os cromossomos apresentaram alinhamento aberrante (HOSHINO
e SATO, 2008).

Um estudo em estrelas-do-mar também demonstrou que a Akt esta envolvida na
retomada da meiose por meio da regulacdo negativa direta sobre 0 Mytl, que por sua vez,
controla a fosforilacdo de CDK1 (OKUMURA et al., 2002) (Figura 03).
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Figura 03: Modelo para a transi¢do da fase G2/M em ovaocitos de Asterina sp. Fonte: KUMURA
et al. (2002).

Em suinos, a fosforilacdo dos diferentes residuos da Akt também varia de acordo com

0 momento da meiose. Segundo Kaulos et al. (2009), a pAkt-Ser473 foi predominantemente
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encontrada em ovocitos no estadio de vesicula germinativa e houve um aumento da atividade
da enzima até o momento da VGBD e entdo houve uma queda repentina da fosforilacdo neste
residuo que se manteve em baixos niveis entre a metafase | e Il. Por outro lado, houve um
aumento da fosforilacdo no residuo treonina 308 no momento da VGBD e atingiu um pico no
estadio de metafase |.

Em bovinos, pouco se sabe sobre a participacdo desta via na progresséo da meiose e
consequente maturacdo de ovocitos. O Unico trabalho publicado até entdo utilizando a
inibicdo direta da enzima mostrou que a atividade da Akt em bovinos se manteve constante
entre os estadios de VG, MI e MII. Por outro lado, a fosforilacdo dos residuos Thr308 e
Ser473 aumentou apds 10 horas de M1V, enquanto que em 0 e 24 horas de MIV, estavam em
niveis basais, indicando que a Akt em bovinos esta mais ativa no final da MI. Os autores
relataram que a utilizacdo do inibidor da Akt SH6, um analogo do fosfatidilinositol, reduziu a
fosforilacdo da enzima em seus dois residuos e aumentou o percentual de ovdcitos que se
apresentavam no estadio de M1 (60%). Segundo esses autores a inibicdo foi reversivel, pois,
guando os ovocitos eram cultivados por 10 horas adicionais em meio livre do inibidor, 80%
dos ovocitos atingiam o estadio de MII, ndo diferindo significativamente do grupo controle
(TOMEK e SMILJAKOVIC 2005).

Curiosamente, um trabalho recente demonstrou o efeito da ativacdo de receptores
canabinoides na fosforilacdo da Akt e de pERK1/2 durante a MIV de ovdcitos bovinos. O
sistema endocanabinoide (SEC), assim chamado por ter sido descoberto a partir dos efeitos
dos extratos de plantas do género Cannabis sp no organismo, é responsavel por participar da
regulacdo de varios processos bioldgicos no organismo, incluindo a memoria, cognicéo,
gerenciamento de dor, humor, resposta imunolégica, sono e apetite (PACHER et al., 2006).
Os endocanabinoides séo lipidios que atuam por meio de dois receptores, CB1 e CB2, que
atuam para manter a homeostase. O SEC ja foi identificado em foliculos ovarianos de
humanos e de roedores (SUN e DEY, 2012). Os receptores CB1 e CB2 ja foram identificados
em bovinos e o uso dos agonistas HU-210 e THC durante a MIV aumentou a fosforilacdo da
AKT e de ERK1/2. A suplementacdo com 0s agonistas ndo aumentou a producdo de
blastocistos, mas aumentou a expressdo de dois genes ligados a qualidade embrionaria, o
interferon tau (IFNT) e gap junction alpha-1 protein gene (GJA1) (LOPEZ-CARDONA et al.,
2016).

Os achados nas diferentes espécies demonstram que a via PI3K/Akt apresenta

importante papel na aquisicdo da maturacdo ovocitaria, desde a retomada da meiose até a
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extrusdo do segundo corpulsculo polar. A via esta ativa antes da retomada da meiose e
participa do controle de importantes processos celulares como o arranjo dos microtubulos, a
extrusdo do corpusculo polar, e a fosforilacdo de quinases. O uso de inibidores da PI3K
durante a MIV ndo inibiu a retomada da maturacdo, indicando que outros fatores sao
determinantes para o processo (pico de LH, rompimento das jun¢Ges comunicantes e perda da
inibicdo exercida pelo o GMPc), mas a via parece cooperar com a reducdo dos niveis de
AMPc, ja que quando ativa, a Akt fosforila a PDE aumentando sua atividade, contribuindo
assim para a gqueda repentina deste mensageiro durante a retomada da maturacdo. Porém,
nenhum trabalho mostrou o efeito da inibigdo direta da Akt na concentragdo intraovocitéria de

AMPc e a sua influéncia da retomada da meiose in vitro.

3.4. USO DE INIBIDORES DA VIA DE PI3K/AKT NA MATURACAO
OVOCITARIA

A utilizacdo de inibidores enziméticos durante a MIV de ovoécitos tem sido utilizada
como uma estratégia para entender o papel de certas enzimas durante a maturacdo ovocitéria,
e assim pode propor alternativas de controle de suas atividades, em uma tentativa de
mimetizar o0 que ocorre in vivo e consequentemente aumentar o nimero de embrides

produzidos in vitro.

Boa parte do conhecimento adquirido sobre a participacdo da Akt na maturagédo
ovocitaria foi obtida utilizando camundongos knock out (CECCONI et al., 2012), o que para

animais de producédo tem o uso limitado devido ao elevado intervalo entre gerages.

O Wortmannin e 0 LY294002 [2-(4-Morpholinyl)-8- phenyl-4H-1-benzopyran-4-one]
tém sido os inibidores mais utilizados para estudar a via Pi3/Akt nos diferentes tipos
celulares. Apesar do LY294002 ainda ser utilizado em estudos para entender o papel da
inibicdo da PI3K/Akt, sabe-se que ele ndo € um inibidor seletivo de PI3K, e pode atuar sobre
outras lipidio quinases e outras proteinas como mTOR (mammalian target of rapamycin),
DNA-PK (proteina quinase DNA dependente), CK2 (caseina quinase 2) e Pim-1 (Proto-

oncogene serina/treonine-proteina quinase) (GHARBI et al., 2007). O wortmannin, por outro
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lado, é reconhecido como um inibidor especifico, ndo competitivo e irreversivel de PI3K em
concentragcdes nanomolares (CARNERO E LACAL, 1998).

O SH6, um anélogo do fosfatidilinoditol, € um exemplo de inibidor seletivo da Akt
utilizado durante a MIV. O seu uso durante a maturacdo in vitro de ovdcitos bovinos
aumentou o numero de ovocitos no estadio de MI, e a inibigdo foi reversivel, pois quando 0s
ovocitos foram cultivados em meio livre do inibidor, os ovdcitos progrediram até o estadio de
MII (TOMEK e SMILJAKOVIC 2005). Outro inibidor seletivo da Akt é o 10 DEBC (10-[4'-
(N,N-Diethylamino)butyl]-2-chlorophenoxazine hydrochloride). Um estudo desenvolvido em
nosso grupo demonstrou que o uso de 10 puM deste inibidor durante a MIV néo alterou
significativamente o nimero de ovocitos maturados e o numero de blastocistos produzidos in
vitro (GOMES, 2010).

A Akt tem sido muito estudada no intuito de entender melhor alguns tipos de
neoplasias em humanos devido a sua capacidade de regular a proliferacdo celular e por estar
envolvida em mecanismos apoptoticos. Alguns trabalhos apresentam resultados promissores
no tratamento destas enfermidades e alguns deles encontram-se, até mesmo, em fase de testes
clinicos (YAP et al 2011; SHIMIZU et al., 2012).

A triciribina (Merck, Darmstadt, Alemanha) é uma molécula pequena, de formula
quimica C13H16N604 e um inibidor seletivo das trés isoformas da Akt, impedindo sua
fosforilagdo. Seu uso (50-75umol/L) reduziu significativamente o crescimento do insulinoma
e do tumor de células enddcrinas do intestino em 59 e 65%, respectivamente
(GLOESENKAMP et al., 2012). Nao ha relatos da utilizagdo da triciribina durante a

maturacao in vitro de ovocitos em mamiferos.

Lebedeva et al. (2015), utilizaram a triciribina (50uM) e outros inibidores de quinases
para estudar os efeitos diretos da prolactina (PRL) e do hormdnio do crescimento (GH) sobre
a metafase Il (M I1) de ovocitos bovinos envelhecidos in vivo (ovdcitos em MII cultivados por
44 horas adicionais em presenga do inibidor). Segundo os autores, o uso da triciribina
aumentou a taxa de ovocitos em metafase Il com anormalidades cromossomais quando
comparado ao grupo ndo tratado. N&do ha& dados na literatura da utilizacdo deste inibidor
durante a MIV de ovdcitos bovinos, relacionado aos seus efeitos no rompimento da vesicula
germinativa, na maturacao nuclear e citoplasmatica, no desenvolvimento embrionario inicial e
nos niveis de fosforilacdo de quinases implicadas na maturacdo ovocitéria e ainda na atividade

do AMPc durante a retomada da meiose.
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4. MATERIAIS E METODOS

Todos os reagentes foram obtidos da Sigma-Aldrich (Sigma — Aldrich Co. LLC), exceto

aqueles especificados no texto.

4.1: MATURACAO IN VITRO (MIV) DOS COMPLEXOS CUMULUS OOPHORUS

Para obtencdo dos complexos cumulus oophorus (COC), ovarios obtidos em
matadouros da regido de Campos dos Goytacazes (RJ) foram transportados até o
laboratério em garrafas térmicas e entdo lavados em solugdo fisioldgica esteril (NaCl
0,9%) acrescida de antibidticos [100 Ul/mL de penicilina (P3032) e 100 pg/mL de
estreptomicina (S1277)].

Foliculos ovarianos de 2-6 mm de diametro foram aspirados com auxilio de uma
seringa com agulha 19 “G” (40 x 1,2 mm). O liquido folicular foi depositado em um tubo
cénico de 50 mle apdés 10 minutos de decantacdo, o precipitado foi aspirado com o
auxilio de uma pipeta Pasteur e transferido para uma placa de Petri (Corning, 100 x 15
mm). Para auxiliar na busca e selecdo dos COCs, foram adicionados a placa de Petri, 2 ml de
meio de manipulacdo [Meio 199 Hepes (M2520), acrescido de 20 mM de bicarbonato de
sodio (S-6297), 10%, soro fetal bovino (Cultilab), 100 Ul/mL de penicilina (P3032) e 100
pg/mL de estreptomicina (S1277)]. Em seguida, foi realizada a busca e a classificacdo dos
complexos cumulus oophorus de acordo com a sua morfologia e a disposicdo das
células do cumulus (DE LOSS et al., 1989). Apenas COCs classificados como graus | e Il
foram utilizados nos experimentos. Os COCs foram lavados trés vezes em meio de
manipulacgdo e transferidos para 0 meio de maturacdo [meio-199 com sais de Earle (M-5017),
acrescido de 20 mM de bicarbonato de sodio (S-6297), 5,0 pug/mL de LH (Lutropin-V,
Bioniche, Beleville, Canadd), 0,5 pg/mL de FSH (Folltropin-V, Bioniche, Belevile, Canadd),
0,2 mM de piruvato (P4562), glutamina (G8540), 100 UI/mL de penicilina (P3032) e 100
pg/mL de estreptomicina (S1277)]. Foi estabelecido o tempo limite de 1 hora para busca e
selecdo dos ovdcitos. A maturacdo in vitro (MIV) foi realizada em gotas de 100uL do meio de
maturagdo, cobertas com 6leo mineral (M8410), acrescido de 1, 5, 10 ou 20 uM do inibidor

da enzima Akt (Triciribina, Merck®), por 22 horas, em atmosfera Umida de 5% de CO, a 39°
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C. COCs do grupo controle (GC) foram mantidos nestas mesmas condigdes, exceto pela

auséncia da triciribina.

4.2: AVALIACAO DO ESTADIO DE MATURACAO NUCLEAR

Apbs 22 h da MIV, os ovdcitos foram desnudados mecanicamente por meio de
sucessivas pipetagens em solugdo de hialuronidase [hialuronidase 0,2 % (Hyalozima®,
Aspen), alcool polivinilico 0,1% (PVA - P8136), em PBS livre de Ca*?)]. Em seguida foram
colocados entre lamina e laminula e fixados em etanol/acido acético (3:1) (Cromoline) por 48
horas. Entéo, foram mantidos por trés minutos em uma solucdo de orceina acética 2% (Fluka -
75410) e observados em microscépio optico (TE 300 - NIKON) para determinacdo do estadio
de maturacdo nuclear, segundo a migracdo dos cromossomos. Os ovdcitos foram classificados
de acordo com a conformacdo que 0s cromossomos apresentavam em: vesicula germinativa
(VG), anéfase e teldfase (Anaf/Tel), metafase | (MI) ou metafase Il (MII) (Figura 04).



Figura 04: Avaliacdo do estadio de maturagdo nuclear de ovdcitos bovinos corados
por orceina acética. A: Vesicula germinativa (cabeca de seta); B: Material
cromossémico condensado apos rompimento da vesicula germinativa; C: Metéfase
I; D: Anéfase/Teldfase; E e F: Metafase Il (Seta - cromossomos; *- Corpusculo
polar).

33
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4.3: PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES

Apobs 22 h de MIV, os COC foram lavados trés vezes em meio Talp sp [Meio 199
suplementados com 0,006g/mL de albumina sérica bovina fracdo V (BSA) (A-9418), 10mM
piruvato (P-4562) e 100 pg/mL de estreptomicina (S-1277), 100 Ul/mL de penicilina (P-
3032)] e uma vez em meio Talp-fec [Meio 199 suplementado com 6 mg/ml de BSA livre de
acidos graxos (A-8806), 100 Ul/mL de penicilina (P-3032), 100 pg/mL de estreptomicina (S-
1277), 2 mM de penicilamina (P-4875), 1 mM de hipotaurina (H-1384), 25 mM de epinefrina
(E-4250) e 0,2mM de piruvato de sddio (P-4562)]. Apos as lavagens os ovdcitos (20/gota)
foram transferidos para as gotas de 50uL de meio de Talp fec.

Em todo o experimento foram utilizadas palhetas de sémen do mesmo touro, de uma
mesma partida, que foram descongeladas em banho-maria a temperatura de 37°C, por 30
segundos. O sémen foi depositado sobre o gradiente de Percoll® (GE Healthcare 17-0891-01)
a 45% e 90%, em temperatura ambiente e centrifugado a 600 x g, por 15 minutos. O
sobrenadante foi descartado e ao sedimento espermatico resultante foram adicionados 500
pLde Talp-sp, e novamente realizada outra centrifugacdo a 600 x g, por 5 minutos.

Os espermatozoides moveis obtidos apds a segunda centrifugacdo foram entdo
incubados com os ovécitos na gota de fertilizagdo, em uma concentragdo de 2 x 10%/mL, em
atmosfera imida de 5% CO., a 38,5°C, por 18 horas.

O cultivo in vitro (CIV) dos possiveis zigotos foi realizado em meio SOF
(BioKlone®), durante nove dias. As taxas de clivagem, producio de blastocistos, e eclosdo
foram avaliadas nos dias 3 (D3), 8 (D8) e 9 (D9) de desenvolvimento, respectivamente. O

experimento foi realizado em quatro replicatas.

4.4: AVALIACAO DA CINETICA DE ROMPIMENTO DA VESICULA
GERMINATIVA (VG)

O experimento 3 foi desenvolvido na tentativa de elucidar se os resultados obtidos na
PIV de embrides foram decorrentes do efeito do inibidor da Akt no tempo para rompimento
da vesicula germinativa [do inglés, germinal vesicle breakdown (GVBD)]. Para isso, 0s COCs

foram maturados in vitro por 3, 6 ou 9 horas em presenca de 1uM do inibidor (G1) ou na



35

auséncia deste (controle - GC). Apds cada periodo de MIV, os ovdcitos foram desnudados,
fixados e corados utilizando orceina acética 2%, tal como descrito acima, e observados em
microscopio optico (TE 300, NIKON). Os ovdcitos foram classificados de acordo com a
configuracdo cromossomal em: vesicula germinativa (VG), quando apresentavam seus
cromossomos envoltos pela membrana nuclear integra (caracteristica de ovocitos que néo
deram inicio & maturacdo nuclear, Figura 04 A) ou em VGBD, quando os 06citos j& haviam
sofrido o rompimento da vesicula germinativa e reiniciado a meiose. Neste ultimo grupo
(VGBD) foram incluidos os ovdcitos que apresentavam a membrana nuclear segmentada
(Figura 4 B) e os que se encontravam no estadio de anafase/telofase e em metéfase | (Figura
04 CeD).

4.5: AVALIACAO DA DISTRIBUICAO DOS GRANULOS CORTICAIS

Ovacitos maturados in vitro em presenca das diferentes concetracdes do inibidor
foram desnudados e tratados com pronase (0,5%, P-5147) para remocao da zona pellcida. Em
seguida foram lavados trés vezes em meio de lavagem e trés vezes em solucéo de bloqueio
[BSA fracdo V 0,1% (A-9418) e glicina 0,75% (G-5417), em PBS]. Os ovocitos foram entdo
fixados em paraformaldeido (P-6148, 3%,) por 30 minutos, a temperatura ambiente, lavados
trés vezes em solucdo de bloqueio e permeabilizados em solucdo de 0,1 % de Triton X-100
(T-8572), em solucdo de bloqueio, estritamente por 5 minutos. Posteriormente os ovécitos
foram lavados em solucéo de bloqueio e finalmente incubados com Lens culinaris aglutinina -
FITC (0,0025%) (FL1041, Vector Lab), por 30 minutos, em temperatura ambiente e
protegidos da luz. Entdo, os ovdcitos foram novamente lavados em solucdo de blogueio e
analisados sob microscopia de fluorescéncia. Os ovocitos foram classificados em duas
categorias segundo a distribuicdo dos granulos corticais: (i) granulos em cluster, caracteristica
de ovacitos ndo maturados (Figura 05 A); (i) granulos dispostos na periferia, caracteristica de

ovocitos maturados (Figura 05 B).



36

Figura 05: Marcacdo de granulos corticais com Lens culinaris —FITC. 20X. A:
Granulos corticais em clusters, caracteristica de ovocitos ndo maturados. B:
Granulos distribuidos na periferia, caracteristica de ovocitos maturados.

4.6: QUANTIFICACAO DA CONCENTRACAO DO AMPc

A quantificacdo da concentracdo do AMPc foi realizada nos ovacitos e nas células
do cumulus por meio de método de imunoensaio enzimatico utilizando o Cyclic AMP EIA
Kit (Cayman Chemicals). O principio do ensaio baseia-se na competicdo entre 0 AMPc
proveniente das amostras e 0 AMPc conjugado a acetilcolinesterase (AchE Tracer) pelos
sitios de ligagcdo de anticorpos monoclonais de coelhos aderidos aos pogos das placas. A
concentracdo do AMPc conjugado com a acetilcolinesterase é constante, enquanto que a
concentracdo de AMPc da amostra varia. Logo, a quantidade de AMPc ligado a
acetilcolinesterase que € capaz de se ligar aos anticorpos da placa sera inversamente
proporcional a concentragdo de AMPc da amostra.

Para tal, 50 COCs tratados com 1 uM e 20 uM de triciribina, assim como aqueles
do grupo controle, foram maturados in vitro (25 ovdcitos/gota) por 3, 6 e 9 horas. Depois
0s COCs foram lavados em solucédo de alcool polivinilico 0,1% (PVA) (P-8136) em PBS
livre de Ca* e entdo foram desnudados por meio de sucessivas pipetagens em uma placa de
4 pocos (50 COCs/pogo) contendo 150 pL de solucdo de hialuronidase (H-4272, 0,1%),
em PBS livre de Ca*. Ap6s o desnudamento os ovocitos foram lavados trés vezes em meio
199 Hepes (M2520) suplementado com BSA 0,4% (A9647) e transferidos para um tubo de
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microcentrifuga contendo 200 pL de solu¢do de HCI 0,1M (Vetec), onde permaneceram
por 20 minutos para lise. A cada 5 minutos os microtubos foram agitados no vortex. Em
seguida os tubos foram centrifugados a 12.000 x g, por 5 minutos. O sobrenadante foi
entdo transferido para novos tubos de microcentrifuga e armazenado a -20°C até a
realizacdo do teste.

As células do cumulus pertencentes a cada grupo resultante do desnudamento dos
ovocitos e que ficaram retidas nos pogos foram transferidas para tubos de microcentrifuga.
No tubo foram adicionados 150 puL de meio 199 suplementado com BSA (0,4%) para
inativacdo da hialuronidase e lavagem das células. Os tubos foram centrifugados a 600 x ¢
por trés minutos para a sedimentagdo das células. Posteriormente o sobrenadante foi
retirado e ao tubo foram adicionados 200 uL de solucdo de HCI 0,1M (Vetec) para lise das
células durante 20 minutos. A cada 5 minutos os microtubos foram agitados no vortex.
Decorrido este tempo, os tubos foram centrifugados a 12.000 x g, por 5 minutos. O
sobrenadante foi transferido para novos tubos de microcentrifuga e armazenado a -20°C até
a realizacdo do teste. Foram feitas 3 repeticdes de cada tratamento.

Grupos de 50 COCs nao maturados foram desnudados e os ovacitos e as células do
cumulus, em separado, foram submetidos as mesmas condicGes de lise e estocagem
descritas acima. Tal grupo foi chamado de grupo 0 (G0O). Foram realizadas trés repeticdes
deste grupo.

O teste foi desenvolvido segundo as instrucbes do fabricante. Os tampdes de Elisa, o
tampdo de lavagem, o cCAMP AchE tracer e 0 AMPc EIA antisoro foram reconstituidos e
estocados a 4°C até o momento da utilizacdo. No dia da realizacdo do teste as amostras foram
descongeladas e foi realizada sua acetilacdo para melhor deteccdo do nucleotidio ciclico. Para
cada 80 pL de amostra, foram adicionados 16 pL de KOH (4 M) e 25 pL de anidrido acético
(reagentes supridos pelo kit). A mistura foi homogeneizada em agitador tipo vortex, por 15
segundos estritamente e depois foram adicionados 25 pL de KOH 4 M. As amostras e a curva
padrdo foram distribuidas na placa de 96 pocos. A placa foi coberta por filme plastico e
permaneceu a 4°C, por 18 h, protegida da luz.

Ap0s este tempo, os pogos foram esvaziados, lavados e preenchidos com o reagente de
Elmann, que contém substrato para a enzima acetilcolinesterase. A reagdo imunoenzimatica
entre a acetilcolinesterase conjugada ao anticorpo e o substrato emite coloracdo amarela que
pode ser lida em um comprimento de onda entre 405 e 420 nm. A placa foi mantida por 120
minutos sob agitacdo e protegida da luz. O resultado da reagdo colorimétrica foi determinado
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mediante leitura em espectrofotometro (leitor de ELISA, Boitek®, Winooski, EUA), a 420

nm.

4.9: ANALISE ESTATISTICA

Foi realizada andlise de variancia (ANOVA) dos dados para testar o efeito da inibicdo
sobre a maturacao nuclear e citoplasmatica, PIV, sobre 0 momento de rompimento de vesicula
germinativa e sobre as concentragdes de AMPc nos ovdcitos e nas células do cumulus. As

médias foram comparadas pelo teste SNK em nivel de 5% de significancia (SAS, 2009).

4.10: DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Neste trabalho foi avaliado o efeito de diferentes concentragdes da triciribina, um
inibidor especifico da Akt, sobre diferentes aspectos da maturagdo in vitro e seu impacto
na producado in vitro de embrides.

Inicialmente, foi verificado o efeito de 1, 5, 10 e 20 uM de Triciribina sobre a
maturagdo nuclear e citoplasmatica, e a producdo in vitro de embrides (Experimentos 1, 2 e
3). Foram realizadas 4 repeticGes de cada experimento. Devido aos resultados obtidos na
PIV de embrides a concetracdo de 1 uM foi selecionada para verificar o efeito do inibidor
na cinética de rompimento da vesicula germinativa. Foram realizadas trés repeticdes. A
menor e a maior concentracdo de Triciribina, 1 e 20 uM, respectivamente, foram
selecionadas para mensuracdo das concentragdes de AMPc nos ovacitos e nas células do
cumulus. Foram realizadas trés repeticdes de cada grupo (controle, 1 e 20 uM) nos tempos
de 3, 6 e 9 horas de MIV (Experimento 5).
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5. RESULTADOS

5.1: EFEITO DA INIBICAO DA AKT NA MATURACAO NUCLEAR

Quando os ovdcitos foram tratados com 1 uM, 5 uM e 10 uM do inibidor da AKT nao
houve diferenca significativa no nimero de ovdcitos que atingiram o estadio de metafase I,
caracteristica de maturacdo nuclear, quando comparada ao grupo (Tabela 01). Por outro lado,
qguando a maior concentracdo do inibidor (20 uM) foi utilizada, houve uma redugéo
significativa do nimero de ovécitos em MII (48,53 + 9,42). N&o houve diferenca significativa
no namero de ovécitos que permaneceram no estadio de vesicula germinativa ou atingiram os
estadios de anéafase/tel6fase. Porém, quando a maior concentracdo do inibidor (20 uM) foi
utilizada houve um aumento no nimero de ovocitos em metafase | (24,35 + 3,74), quando

comparado ao grupo controle (3,71 + 3,23).

Tabela 01: Efeito de diferentes concentragdes de triciribina na maturacdo nuclear de COCs

bovinos.
Tratamento  (n) Vesicula Metafase | Anéafase/Telofase Metéafase Il
Germinativa (% + DP) (% + DP) (% + DP)
Controle 75 9,12 +2,30° 3,71 +£3,23° 1,32 +2,632 81,97 + 7,542
1uM 80 9,64+1596% 11,07 +11,05% 3,95+7,892 75,38 £ 10,022
5uM 71 14,88 +2522% 1514+ 11,23% 0+£0° 69,86 + 15,34%
10 uM 81 9,29+9,91* 29,10 +15,17%® 2,63+£5,262 58,96 + 12,36%
20 M 75 17,58 + 18,08 24,35+ 3,742 9,52 + 8,24° 48,53 +9,42°

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si na coluna pelo teste
SNK, em 5% de probabilidade.
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Curiosamente quando o tratamento de 20 puM foi utilizado durante a MIV, aqueles
ovécitos que acancavam o estadio de MII, comumente, apresentavam 0s cromossomos da
placa metafasica condensados e de dificil vizualizagdo. Além disso foi observado o

aparecimento de aberracdes cromossémicas (Figura 7).

Figura 07: Ovdcitos bovinos maturados in vitro por 22 horas corados por orceina acética.
A: Grupo controle apresentando placa metafasica com cromossomos definidos e
organizados; B: Grupo tratado com 20 uM de triciribina, apresentando placa metafasica
com cromossomos condensados; C e D: Placa metafasica com aspecto aberrante. Seta -
Placa metafasica; *- corpusculo polar.

5.2: AVALIACAO DO EFEITO DO INIBIDOR DA AKT NA PRODUCAO IN VITRO DE
EMBRIOES

A utilizacdo da maior concentragdo do inibidor da Akt (20 pM) reduziu

significativamente a taxa de clivagem quando comparada ao grupo controle (70,4 % + 7,7 % X
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92,5 % + 3,0, respectivamente). Quando os ovocitos maturados in vitro em presenga de 1 pM
de tricibina foram fertilizados in vitro, houve um aumento significativo da taxa de
blastocistos, comparado ao grupo controle (47,1 % + 11,1 % x 27,3 % * 4,1 %). Quando as
concentracdes de 5 uM e 10 uM foram utilizadas, ndo houve diferenca significativa entre os
COCs desses grupos e aqueles do grupo controle na taxa de blastocistos (45,8 % + 5,7 % e
27,3 % = 4,1 %, respectivamente). COCs maturados na presenca de 20 UM de triciribina, no
entanto, resultaram em uma taxa de blastocistos significativamente menor que aqueles do
grupo controle (12,8 % £ 6,2 % x 27,3 % * 4,1 %, respectivamente). Com relacdo a taxa de

eclosdo, ndo houve diferenca significativa entre os grupos experimentais (Tabela 02).

Tabela 02: Efeito da suplementacdo do meio de MIV com 0 (controle), 1, 5, 10, 20

MM concentracdo de Triciribina na producéo in vitro de embrides.

Tratamento (n) Taxa clivagem Producéo de Taxa de
(% = DP) blastocistos Eclosao
(% + DP) (% + DP)
Controle 81 92,5+ 3,0° 273+4,1°  67,35+23,97°2
1uM 76 94,4 £5,12 471+11,1% 60,2 + 23,592
5uM 82 97,6 £4,82 45,8 +5,7% 59 + 20,33%
10 uM 80 93,7+4,8% 30,12 + 8,32° 65,6 + 19,94
20 uM 70 70,4+7,7" 12,84 +6,17¢ 33,33 + 33,332

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si na coluna pelo
teste SNK em 5% de probabilidade.

5.3: AVALIACAO DO EFEITO DO INIBIDOR DA AKT NA CINETICA DE
ROMPIMENTO DA VESICULA GERMINATIVA (VG)

Este experimento foi desenvolvido na tentativa de elucidar se os resultados de melhora
na producéo in vitro de embrides, utilizando a menor concentragéo do inibidor (1 uM), eram
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devido a um atrasado no rompimento da vesicula germinativa e consequente melhora na

maturagdo in vitro. Porém, ndao houve diferenca significativa no rompimento da vesicula

Tabela 03: Efeito de 1uM de triciribina na cinética de rompimento da vesicula germinativa.

3 horas 6 horas 9 horas
VG VGBD VG VGBD VG VGBD
(% = DP) (% = DP) (% = DP) (% = DP) (% +DP) (% +DP)
Controle 84,4 +7,2% 15,60+ 7,2 5559+274* 4441+74* 370+6,4* 96,30+6,4°
1uM 83,35 +8,4* 16,65+8,4* 40,55+19,8* 57,49+16,4* 2,77 +4,7% 97,23 +4,8?

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si na coluna, pelo teste SNK em
5% de probabilidade.

germinativa entre o grupo controle e o grupo tratado com 1 uM as 3, 6 e 9 horas de MIV
(Tabela 03).

5.4: AVALIACAO DA INFLUENCIA TRICIRIBINA NA DISTRIBUICAO DOS
GRANULOS CORTICAIS

N&o houve diferenca significativa na distribuicdo dos granulos corticais entre o grupo
controle e o grupo tratado com 5 uM do inibidor da Akt (80,7 % + 9,4 % x 63,6 % + 10,2 %,
respectivamente). Quando as concentragdes de 1 uM e 10 uM do inibidor foram utilizadas,
houve uma reducdo significativa do numero de ovocitos que apresentaram 0s granulos
corticais distribuidos perifericamente, que € um indicativo de ovdcitos maturados, quando
comparado ao grupo controle. Quando a concentracdo de 20 puM foi utilizada durante a MIV
houve uma reducdo ainda mais pronunciada no numero de ovécitos que apresentaram

granulos com distribuigdo periférica (P < 0,05).
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Tabela 04: Efeito triciribina na distribui¢do dos granulos corticais.

Tratamento (n) Granulos em clusters Gréanulos periféricos
(% * DP) (% = DP)

Controle 73 23,3 £ 9,4° 76,7+9442

1uM 69 40,4 + 6.3 60,4 + 5,4°

S5 uUM 68 34,3 +10,2" 65,7 + 10,22

10 pM 67 448 + 7,9 55,2 +7,9°

20 M 72 59,2+4.8% 40,8 £4,8°

Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si na coluna pelo teste
SNK em 5% de probabilidade.

5.5: QUANTIFICACAO DA CONCENTRACAO DO AMPC

Quando a concentracdo do AMPc foi determinada nos ovocitos mantidos no meio de
MIV por 0, 3, 6 e 9 horas, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos (1 e 20 uM)
e 0 grupo controle (Tabela 5).

Tabela 05: Concentracdo do AMPc (pmol/ml) em ovocitos bovinos maturados in vitro
por 0, 3, 6 e 9 horas em presenca de diferentes concentracdes de Triciribina.

(n) oh 3h 6h 9h
(% + DP) (% + DP) (% + DP)
Controle 0,88 +£0,54°% 0,06+039%  1+046%  0,95+0,23%
1M 0,88+054% 083+0,18% 11+0,03% 0,58+ 0,074
20 uM 0,88+0,54% 118+0,83" 0,67+0,28% 0,49+ 0,18

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente entre si, maiuscula na
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linha e minuscula na coluna. As analises foram realizadas pelo teste SNK em 5% de

probabilidade.

Por outro lado, quando a concentracdo do AMPc foi mensurada nas células do cumulus
houve um aumento significativo nos niveis de AMPc as 3 horas de maturacdo no grupo
controle e no grupo tratado com 1 uM quando comparado ao tempo 0. Quando a concentragéo
de 20 uM foi utilizada ndo houve diferenca significativa entre os tempos analisados e a
concentragdo manteve-se constante (P < 0,05). As 3 horas de M1V o tratamento com 1 pM de
triciribina levou a um aumento significativo na concentragdo de AMPc quando comparado ao
grupo controle (P= 0,08). Nao houve diferenca significativa na concentracdo de AMPc entre o

controle e os tratamentos as 6 e 9 horas de maturacéo in vitro (P < 0,05) (Tabela 6).

Tabela 6: Concentracdo de AMPc (pmol/ml) nas células do cumulus obtidas de
ovacitos bovinos maturados in vitro por 0, 3, 6 e 9 horas em presenca de diferentes
concentragdes de Triciribina.

Oh(%+DP) 3h(%xDP) 6h(%+DP) 9h(%+DP)

Controle 241+048  536+191" 0,8+0,415 1,29 +0,4152
1uM 241+048  1302+99%  133+022%  188+0,695
20 uM 241+04%  185+134"° 131+0,80"  1,71+0,85%

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente entre si, pelo teste SNK,

Maidsculas na linha (P < 0,05) e minusculas na coluna (P=0,08).
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Figura 10: Efeito da 1 20 triciribina, na concentragdo de AMPc (pmol/ml) de células do cumulus. *
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6. DISCUSSAO

Apesar da enzima Akt estar envolvida em importantes processos biologicos, pouco se
sabe sobre sua participacdo durante a maturacao in vitro de ovocitos de mamiferos. Assim, o
presente estudo buscou entender o efeito da regulacao de sua atividade sob diferentes aspectos
da maturacdo in vitro de ovocitos bovinos e seu impacto no desenvolvimento embrionario
inicial.

A maturacdo dos COCs na presenca de 1, 5 e 10 uM de triciribina ndo influenciou o
percentual de ovdcitos em metafase Il. Por outro lado, quando a triciribina foi usada na
concentracdo de 20 UM, o percentual de ovdcitos que progrediram até o estadio de metafase Il
foi reduzido e houve um aumento significativo no percentual de ovécitos em que a maturacdo
nuclear foi interrompida no estadio de metafase I. Tomek e Smiljakovic (2005) também
relataram um aumento de ovdcitos no estadio de metafase | quando 50 UM de SH6, um
inibidor da Akt, foi utilizado durante 22 horas da MIV. Entretanto, quando os ovdcitos foram
cultivados por mais de 10 horas sem a presenca do inibidor, o percentual de ovécitos em Ml
ndo diferiu do grupo controle, demonstrando assim que a Akt participa da progressdo da

metafase | para metéfase Il.

A triciribina é um potente inibidor seletivo das trés isoformas da Akt e o seu uso para
o0 tratamento de neoplasias tem sido estudado devido a participacdo da enzima no controle da
proliferacdo e sobrevivéncia celular. Em humanos, concentra¢des de 50 a 75 uM reduziram
significativamente o crescimento do insulinoma e do tumor de células enddcrinas do intestino
(GLOESENKAMP et al., 2012). No nosso estudo, foram avaliadas concentragdes inferiores
as utilizadas para o tratamento de neoplasias visando obter um efeito de modulacdo da via

PI3K/AKkt e ndo inibicdo completa.

Os eventos nucleares da meiose sé@o dependentes de uma organizada e bem
controlada dindmica de microtibulos e microfilamentos, que devem trabalhar de forma
conjunta para que ocorra a correta segregagdo dos cromossomos, preparando o ovocito para a
fertilizacdo. Em camundongos, a Akt participa da correta disposicdo dos microtibulos e dos
cromossomos durante a MIV (HOSHINO et al., 2004). O uso de anticorpos especificos para
pAkt-Serd73 durante a MIV comprometeu a extrusdo do segundo corpusculo polar e quando
anti-pAktThr308 foi utilizado, a distribuicdo dos microtibulos foi afetada e os cromossomos
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apresentaram alinhamento aberrante (HOSHINO e SATO 2008). Em nosso trabalho, o uso de
20 UM de triciribina resultou no aparecimento de configuragdes cromossdmicas aberrantes
(Figura 07) similares as relatadas por HOSHINO e SATO (2008). Tomados em conjunto, 0S
achados ja reportados e os dados obtidos em nosso experimento confirmam a importancia da
Akt durante a progressao da maturagdo nuclear de ovécitos bovinos e este efeito parece ser
devido a participacdo da enzima no controle de microtubulos e microfilamentos e a correta
segregacdo dos cromossomos durante a MIV, porém mais estudos sdo necessarios para

investigar esta hipdtese.

Quando os COCs maturados em presenca de 20 uM de triciribina foram fertilizados in
vitro, o desenvolvimento embrionario inicial também foi comprometido e houve uma reducéo
significativa na taxa de clivagem e de producdo de blastocistos. Por outro lado, quando a
menor concentragdo do inibidor foi utilizada durante a M1V, houve um aumento do nimero
de embrides produzidos in vitro. Estes resultados confirmam o efeito dose dependente do
inibidor, porém ainda néo esta claro como a modula¢do da Akt durante a MIV pode aumentar
a producao in vitro de embrides. Em Xenopus, a Akt regula a PDE, enzima que participa do
controle dos niveis de AMPc intraovocitarios. E possivel que a modulagio da atividade da
Akt, promova uma reducgéo da atividade da PDE, levando a uma queda menos abrupta da
concentracdo de AMPc nos ovocitos durante a retomada e progressdo da meiose. Isto pode ter
cooperado para uma melhora na dindmica de maturacdo citoplasmatica e nuclear,
contribuindo para uma melhor capacitacdo ovocitaria para a fertilizacdo e o desenvolvimento
embrionario. Como a Akt esta envolvida em muitos processos celulares como metabolismo
energeético, sobrevivéncia celular, sintese proteica, dentre outras, é possivel que a modulagéo
de sua atividade possa influenciar a maturacdo ovocitaria e o desenvolvimento embrionario

inicial por outros mecanismos alem dos analisados neste trabalho.

Com o0 objetivo de investigar a participagdo da Akt na retomada da meiose, COCs
submetidos a 1 uM de triciribina (concentracdo que resultou na maior taxa de blastocistos)
foram analisados apds 3, 6 e 9 horas da MIV. Nos tempos analisados, o inibidor ndo foi
capaz de alterar significativamente o momento de rompimento da vesicula germinativa. Anas
et al. (2000) também ndo encontraram diferenca significativa no momento do rompimento da
vesicula germinativa em presenca de um inibidor da PI3K, o wortmannin. Considerando que a
inibicdo da Akt ndo altera a quebra da vesicula germinativa, mas que sua forma fosforilada
(ativa) estimula a atividade da PDE (ANDERSEN et al., 1998), pode-se sugerir que a via
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PI3K/Akt participa do processo, mas outros fatores podem estar envolvidos (SHIMADA et
al., 2013).

No nosso estudo, a distribuicdo dos granulos corticais foi utilizada como um marcador
da maturacdo citoplasmatica. Estas organelas sdo formadas a partir do complexo de Golgi e
em ovocitos imaturos encontram-se distribuidos no citoplasma, formando aglomerados
(clusters), mas ap0s a maturacao atingem uma posicéo justaposta a membrana plasmatica para
desempenhar sua funcdo de bloqueio a poliespermia. O tratamento dos COCs com 1 ou 10
UM de triciribina reduziu o percentual de ovdcitos que apresentaram distribuicdo periférica
dos granulos corticais, comparado ao controle, porém esse efeito foi mais intenso nos COCs
tratados com 20 uM de triciribina. Esse resultado demonstra a participacdo da Akt na
migracao dos granulos corticais, 0 que pode ser um indicativo da participacdo da via PI13/Akt

na maturacao citoplasmatica de ovdcitos bovinos.

A participacdo da Akt na reorganizacdo dos filamentos de actina, estruturas
responsaveis pelo trafego dessas organelas ao longo do ooplasma, ja foi demonstrada em
outros tipos celulares como células tronco mesenquimais (MULLER et al., 2013), fibroblastos
embrionérios de frango (QIAN et al., 2004), dentre outros, mas sdo necessarios mais estudos
com objetivo de comprovar esta hipdtese em ovdcitos de bovinos. De acordo com 0 nosso
conhecimento, este é o primeiro trabalho que demonstra a participacdo da Akt na distribuicéo
dos granulos corticais durante a maturacdo de ovdcitos mamiferos. Curiosamente a
suplementacdo do meio de MIV com 1 uM de triciribina, apesar de levar a uma reducéo do
percentual de ovocitos que apresentavam granulos corticais periféricos, aumentou a taxa de
blastocistos. E possivel que o inibidor retarde a maturagéo citoplasmatica e que mais tempo
seja necessario para que haja migragdo completa dos granulos corticais para a periferia dos

ovacitos.

Recentemente um estudo desenvolvido por nosso grupo demonstrou que o uso da
triciribina durante a maturagdo reduziu a porcentagem de ovOcitos que apresentavam
mitocondrias com distribuicdo periférica, caracteristica de ovocitos imaturos, e aumentou o
namero de ovocitos com mitocondrias apresentando distribui¢do intermediaria (transicao)
entre a periferia e 0 centro do ooplasma, caracteristica de ovocitos que deram inicio a
maturacao citoplasmatica. Apesar disso, cerca de 30-40% dos ovacitos, independentemente da
concentracdo de triciribina a que foram expostos durante a MIV, permaneceram com as

mitocOndrias periféricas, caracteristica de ovocitos imaturos (RIBEIRO, 2017), percentual
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semelhante ao observado com a distribuicdo dos granulos corticais no presente trabalho.
Tomados em conjunto estes dados sugerem que apesar do aumento no nimero de blastocistos
produzidos in vitro, existe uma porcentagem de ovOcitos irresponsivos ao tratamento, e que
mantém parte de suas organelas distribuidas como observado em ovoécitos imaturos. Este
efeito deve estar associado a capacidade intrinseca do ovocito de sofrer a maturacao
citoplasmatica, que sofre influéncia do estadio de crescimento que o ovécito se encontra no
momento da aspiracdo folicular, uma vez que ovocitos provenientes de foliculos de menor
tamanho apresentam menor capacidade para o desenvolvimento embrionario inicial
(STROEBECH et al., 2015).

Com o objetivo de verificar a participacao da /Akt na concentracdo de AMPc durante a
retomada da meiose, COCs e células do cumulus tratados com 1 e 20 uM de triciribina
durante a MIV foram utilizados. A concentracdo de AMPc intraovocitaria ndo apresentou
diferenca significativa entre 0s grupos experimentais, assim como entre 0S tempos

observados.

Em camundongos e Xenopus a reducao dos niveis intraovocitarios de AMPc tem sido
considerado um pré-requisito para a retomada na maturacdo ovocitaria (SCHIMIDT e
NEBREDA, 2002; LI et al., 2012). Em bovinos, 0s poucos estudos na area tém apresentado
resultados diversos, visto que utilizam tempos de maturacdo, tipo de estruturas analisadas
(ovécitos desnudos, COCs ou células do cumulus), metodologia e meios de cultivo, por vezes
diferentes. De forma semelhante aos nossos achados, Aktas et al. (1995) também ndo
encontraram diferencas nos niveis de AMPc entre os tempos de MIV analisados (0 ,15, 60 e
125 minutos), e sugeriram que esse resultado pode ter sido decorrente da grande quantidade
de ovacitos requeridos para a anélise, obtidos de diferentes animais e populagdes foliculares
diversas, 0 que resulta em uma grande variabilidade amostral. Diferentemente, Ezoe et al.
(2015) reportaram que a concentracdo intraovocitaria de AMPc apresentou uma reducdo com
1 hora e 4 horas da MIV.

Por outro lado, nas células do cumulus, os niveis de AMPc do grupo controle e
daqueles tratados com 1 uM de triciribirina aumentaram significativamente as trés horas da
MIV, comparado ao tempo inicial (0 hora) (P < 0,05). Li et al. (2012) também reportaram
esse aumento das concentracbes de AMPc em células do cumulus de camundongos nas
primeiras horas de MIV. Este resultado pode ser atribuido a presenca do FSH no meio de

MIV, pois esta gonadotrofina ativa receptores ligados a proteina G (GPR3 e GPR12)
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(MEHLMANN, 2005), presentes na membrana plasmatica, o que leva a ativagdo da enzima
adenilato ciclase, promovendo um aumento na producdo de AMPc (LUCIANO et al., 2004).

No presente estudo as concentracbes de AMPc nos ovdcitos mantiveram-se
constantes as 3, 6 e 9 horas de MIV enquanto nas células do cumulus esse nucleotideo
apresentou um pico as 3 horas. Considerando que enzima adenilato ciclase (AC) ja foi
identificada no ooplasma de ovdcitos bovinos (KUYT et al., 1988) e o uso do forskolin, um
ativador dessa enzima, reduziu momentaneamente a retomada da maturacdo (HOMA, 1988),
é possivel concluir que parte do AMPc responsavel pela manutencdo da parada meiotica é
produzida pelo préprio ovdcito. Mas, em bovinos as células do cumulus parecem ter papel
determinante no controle da parada/retomada da maturacdo. Segundo Thomas et al. (2004), o
tratamento de COCs bovinos com forskolin levou a um aumento de 20 a 90 vezes a
concentracdo do AMPc intraovocitario. Por outro lado, quando o forskolin foi utilizado em
ovacitos desnudos, esse aumento foi de 2 a 6 vezes (Thomas et al., 2004). Corroborando com
esses achados, Richard e Sirard (1996) relataram que quando COCs foram co-cultivados com
células da teca por 12 horas, cerca de 60% permaneceram no estadio de vesicula germinativa,
mas quando ovdcitos desnudos foram co-cultivados nessas mesmas condigdes, somente 3%
mantiveram a parada meidtica. Nossos resultados também demonstram um papel
preponderante das células do cumulus na producdo do AMPc e possivelmente no controle da

retomada da meiose.

Em nossos estudos, o aumento da concentracdo de AMPc nas células do cumulus,
detectado as 3 horas da MIV, ndo se refletiu em um aumento do AMPc intraovocitario.
Horner et al. (2003) descreveram resultados semelhantes em camundongos. Segundo esses
autores, o equilibrio entre a sintese e a degradacdo do AMPc em ovdcitos ocorre de forma
diferente do que em células somaticas. Além disso, as 3 horas da MIV, parte da comunicacgéo
entre ovacitos e ceélulas do cumulus apresenta cerca de 50% de interrupgdo (THOMAS et al.,
2003), 0 que reduz drasticamente a oferta de AMPc e GMPc para o ovécito. E possivel que o
AMPc ofertado pelas células do cumulus via jungdes comunicantes possa ser logo degradado
pela PDE3A que est4 ativada no ovacito devido a reducéo da oferta de GMPc.

A comparacgdo dos niveis de AMPc entre os diferentes grupos experimentais as trés
horas da MIV mostrou que o tratamento dos COCs com 1 uM de triciribina induziu um
aumento significativo (P = 0,08) da concentracdo de AMPc nas células do cumulus em
relagdo ao controle, possivelmente pela participagdo da via no controle da atividade da PDE e
desta nas concentragdes de AMPc durante a retomada da maturagéo.



52

Muitos agentes capazes de elevar os niveis de AMPc tém sido estudados durante a
MIV e comumente o uso desses moduladores leva a uma melhora nos indices de PIVe de
forma similar ao que foi encontrado neste trabalho. THOMAS et al. (2004) demonstraram um
atraso na maturacdo nuclear quando a MIV foi realizada na presenca de inibidores de PDE,
mas o aumento de quase 30 % na producdo de embrifes ocorreu quando a fertilizacdo foi

realizada apds 28 de MIV.

Luciano et al. (1999) avaliaram o efeito de diferentes concentracdes de adenilato
ciclase invasiva (IAC), uma toxina produzida pela Bordetella pertussis, na maturagao nuclear
e PIVe. Baixas concentracbes de IAC durante a coleta e/ou maturacdo aumentaram a
producdo de embrides, indicando que uma concentracdo ideal de AMPc deve ser mantida
antes e durante as horas iniciais de MIV para que haja uma maior competéncia para o
desenvolvimento embrionério inicial. No presente estudo, a modulagdo nos niveis de AMPc,
proporcionada pelo tratamento dos COCs com 1 uM de triciribina, pode ter contribuido para
garantir niveis adequados de AMPc intraovocitarios, resultando em aumento na producdo de

blastocistos.
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7. CONCLUSAO

A suplementacdo do meio de maturagéo in vitro com triciribina, um inibidor seletivo
da Akt, afeta a maturacdo nuclear sem, no entanto, comprometer a retomada da meiose e
também afeta a distibuicdo dos granulos corticais. O tratamento dos COCs com 1 uM de
tricirina promove um aumento na taxa de producdo de blastocistos, assim como um aumento
na concentracdo de AMPc nas células do cumulus, sem alterar a concentracdo intraovocitaria
deste nucleotideo. Esse resultado demonstra a possibilidade de incremento na producdo de
embrides bovinos por meio do uso do inibidor da Akt, porém a relacéo entre o papel da via da
PI3K/Akt nas células do cumulus e seu impacto na maturacdo in vitro precisa ser melhor

investigado.
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