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Wortmannin, inibidor da PI3K, aumenta o tempo de permanéncia
das projecdes transzonais em COCs bovinos durante a MIV

Maryana de Souza Rocha?', Marcella Floréncio Fonseca?, Carla Sobrinho Paes Carvalho?,
Leonardo S. Gléria2, Angelo José Burla Dias?!
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Fluminense — UENF, Campos dos Goytacazes, RJ, Brasil.; *2 Laborat6rio de Zootecnia — UENF.

As projecgOes transzonais (PTZs), que constituem um importante canal de comunicagao entre
células do cumulus (CC) e o ovdcito sdo responsaveis por garantir altos niveis intraovocitarios
de adenosina monofosfato ciclico (AMPc). Porém a literatura ndo oferece, até o momento,
informacdes sobre a influéncia da PISK no tempo de permanéncia das PTZs. Assim, 0 objetivo
do presente estudo foi avaliar o efeito do wortmannin, inibidor da PI3K, na permanéncia das
PTZs durante a MIV de ovdcitos bovinos. Para isso, COCs foram aspirados de ovarios de vacas
abatidas em matadouros locais, selecionados e incubados em meio de maturacdo (meio 199
acrescido de 10% de soro fetal bovino; 0,5 ug/mL FSH, 5,0 ug/mL de LH e antibi6ticos), a 5%
de CO2, 38.5°C, por 5, 18 ou 24 h, na auséncia (controle) ou na presenca de 20 nM de
wortmannin. Foram analisados um total de 607 ovdcitos, 10 a 20 COCs em 5 repeticdes. Para
verificar a permanéncia das PTZs, apos cada tempo de incubacdo, os COCs foram marcados
com calceina AM (1mM, em meio 199) durante 15 minutos, lavados em poco com 400 pL de
PbS/PVA (PP), durante 25 minutos. Foram desnudados mecanicamente por pipetagens
sucessivas e em seguida, observados com auxilio de microscépio de fluorescéncia (TE200
NIKON). e fotografados com uma camera (NIKON) acoplada ao microscopio. Para a
determinacao da intensidade de fluorescéncia, as imagens dos ovécitos foram analisadas no
programa ImageJ, utilizando a fungéo Integrated density, a qual atribui uma unidade arbitraria a
fluorescéncia emitida por cada ovocito. Os dados foram analisados por ANOVA, seguidos pelo
teste de Tukey, com nivel de significancia de 5% (P < 0,05). As comparacdes foram realizadas
dentro de cada tempo. As analises dos valores médios de intensidade de fluorescéncia obtidos
dos ovdcitos controle e dos tratados com o wortmannin, respectivamente demonstraram um
efeito significativo (p < 0,05) do wortmannin no tempo de 5h de MIV (39.883 e 52.617). Os
resultados permitem concluir que o wortmannin prolonga a permanéncia das PTZs evidenciando
a participacdo da via PI3K nesse processo. Tal condicdo pode contribuir para manter niveis
elevados de AMPc por maior periodo de tempo dentro do ovdcito, que contribui para a maior
sincronia entre 0s eventos nucleares e citoplasmaticos da maturagdo. Permitindo melhoria na
qualidade da MIV de COCs, com impacto positivo na producéo in vitro em bovinos.
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