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Efeito do wortmannin, inibidor da PI3K, na congelabilidade de
embrides bovinos

Marcella Florencio Fonseca, Maryana de Souza Rocha, Carla Sobrinho Paes Carvalho, Lucas
Lopes Horta Monteiro, Angelo José Burla Dias

A maturacao in vitro (MIV) de ovdcitos representa uma etapa importante para o sucesso da
producéo in vitro de embrides bovinos. Diversas quinases participam dessa etapa, estando a
fosfatidilinositol 3 quinase (PI3K) envolvida em importantes eventos nucleares e citoplasmaticos
da maturacao ovocitaria. Estudos anteriores do grupo utilizaram o wortmannin, inibidor da PI3K,
no meio de MIV, o que resultou em aumento na taxa de blastocistos. Esses resultados
demonstraram que o0 tratamento proporcionou uma maturacdo ovocitaria mais eficiente,
conferindo melhor competéncia aos ovacitos, o que pode influenciar a qualidade dos embrides e
a sua congelabilidade. Dessa forma, 0 objetivo deste estudo é determinar o efeito do wortmannin
na congelabilidade de embrides bovinos. Os ovarios serdo obtidos de abatedouros locais e
transportados ao laboratdrio em solugédo salina contendo antibiéticos. Os foliculos ovarianos
serdo aspirados com seringa de 10 ml e agulha 18G para obtencdo dos complexos cumulus-
oophorus (COCs). Os COCs (20/gota) serao selecionados e transferidos para gotas de 100 pL
do meio de maturagéo, acrescido ou ndo de 20 nM do wortmannin, mantidos em incubadora, sob
atmosfera de 5% de CO2, a 38.5°C, por 22 horas. Em seguida seréo lavados e co-incubados com
0s espermatozoides em meio de FIV, por 18 horas. Os ovacitos fertilizados serdo desnudados e
colocados em meio de cultivo (SOF), sendo mantidos em incubadora durante 7 dias, sendo o dia
zero (DO), o dia da fertilizacdo. A avaliacdo da clivagem sera realizada no dia 3 juntamente com
o feeding. A avaliacdo da taxa de blastocistos e 0 congelamento serao realizados 168 horas apos
a fertilizacdo. Para o congelamento, os blastocistos serdo lavados em meio Holding e em seguida
expostos a uma solucéao de 1,5 M de etilenoglicol em meio Holding durante 15 a 20 minutos, a
temperatura ambiente. Os embrifes serdo envasados em palhetas plasticas de 0,25 ml, que
serdo lacradas e colocadas na maquina TK 3000 onde passardo pelo processo de resfriamento
gue seguira uma queda de -0,5°C por minuto até atingir -35°C. As palhetas serdo colocadas em
botijées criogénicos, permanecendo congeladas até o momento da avaliagdo, quando serdo
descongeladas por 10 segundos ao ar, seguido de 20 segundos em banho-maria a 36°C. Apds o
descongelamento, os embribes serdo cultivados por 48 horas para verificar as taxas de re-
expansdo e eclosdo. Devido a melhoria da qualidade da maturacdo in vitro resultante da
suplementacdo do meio de MIV com o wortmannin, espera-se que 0s embrides produzidos dessa
maneira tenham uma melhor resisténcia ao congelamento com consequente aumento das taxas
de sobrevivéncia ap6s o descongelamento.
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