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RESUMO

A producado in vitro de embrides (PIVE) é uma biotécnica de alta valia para
conservagao de espécies em extingdo, agronegocio e casais em tratamento de
fertilidade. A via fosfatidilinositol 3-quinase/proteina quinase B/fosfatase e tensina
homodloga (PISK/AKT/PTEN) em odcitos parece controlar eventos meidticos por
regulacdo de niveis de nucleotideos ciclicos. Entretanto, a modulagdo dessa via
em mamiferos produz resultados contrastantes. Um aprofundamento teérico em
relacdo a sua regulacdo pode ser utilizado para maior eficiéncia da PIVE.
Portanto, esta revisdo sistematica tem como objetivo mapear as evidéncias da
modulagado da via PISK/AKT/PTEN durante a maturagao in vitro (MIV) e avaliar os
efeitos sobre a retomada da meiose e progressdo da maturagdo nuclear de
oo6citos de mamiferos, além dos impactos sobre a qualidade e desenvolvimento
embrionario. Para isso, buscas foram realizadas nas bases PubMed, Web of
Science e Scopus, resultando em um total de 431 artigos apdés remocéo de
replicatas. Destes, 37 foram lidos na integra e somente 20 foram incluidos. Foram
extraidos 48 experimentos de MIV e, em 11 deles, os odcitos seguiram até a
etapa de cultivo in vitro. Nestes experimentos, foram utilizados trés inibidores de
PI3K (3-metiladenina, Wortmannin e LY294002) e um inibidor de AKT (SH6). Os
dados sugerem que enquanto o controle da retomada da meiose em bovinos
parece ser independente da via PI3K/AKT/PTEN, em suinos e murinos, a
modulagao gerou informagdes conflitantes, sendo dependente do inibidor e/ou
concentracdo utilizados e a suplementagdo do meio. Somado a isto, a progresséo
a metafase Il (MIl) em murinos ainda nao foi bem estabelecida, entretanto, em
bovinos e suinos é altamente controlada pela via. Estudos que buscaram analisar
a reversibilidade da inibicdo mostraram que o uso dos moduladores somente nas
primeiras horas de MIV, seguido pela retirada deles do meio produziu taxas de Mll
semelhantes as do grupo controle. Junto a isso, experimentos que visaram
bloquear temporariamente a retomada da meiose ou reduzir a atividade de PI3K
resultaram na producao de blastocistos igual ou superior a apresentada no grupo
controle. Juntos, esses dados indicam o importante potencial dessa via como uma
possivel estratégia para sincronizagdo das maturagdes nuclear e citoplasmatica,
levando a maior eficiéncia geral da produgao in vitro de embrides.

Palavras-chave: LY294002, SH6, 3MA, wortmannin, PIVE
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ABSTRACT

In vitro embryo production (IVP) is a highly valuable biotechnology for the
conservation of endangered species, agribusiness and couples undergoing fertility
treatment. The phosphoinositide 3-kinase/protein kinase B/phosphatase and
tensin homologue (PISK/AKT/PTEN) pathway in oocytes appears to control
meiotic events by regulating cyclic nucleotide levels. However, inhibition of this
pathway in mammals yields mixed results. A deep understanding of its regulation
can be a powerful tool to improve IVP. Therefore, this systematic review aims to
map the articles in which the PI3K/AKT/PTEN pathway was modulated during in
vitro maturation (IVM) to assess its effects on meiosis resumption and nuclear
maturation progression of mammalian oocytes, and their impacts on embryo
development and quality. For that, PubMed, Web of Science, and Scopus
database were searched, and a total of 431 articles were screened, 37 were fully
read, and 20 were selected and included. Out of those, it was possible to extract
48 IVM experiments and, in 11 of them, blastocyst yield was evaluated. Three
PI3K inhibitors (3-methyladenine, Wortmannin, and LY294002) and one AKT
inhibitor (SH6) were described. While in bovines, the meiosis resumption seemed
to be pathway-independent, the impact of this pathway modulation in swines and
murines was not well established, depending on the inhibitor used, concentration,
and media supplementation, However, the progression to metaphase Il (Mll) is
highly controlled by PI3K/AKT/PTEN pathway on both bovines and swines, but not
in murines. Studies that focused on the reversibility of the inhibition showed that
the removal of the modulator after an inhibitory period produced MIl rates similar
to the control group. Along with that, experiments that aimed to temporarily block
meiosis resumption or reduce PI3K activity resulted in blastocyst production equal
to or even higher than the control groups. Altogether, these data indicate the
paramount potential of this pathway as a possible strategy to improve the overall
in vitro embryo production efficiency, by aiming at synchronizing both nuclear and
cytoplasmic maturation.

Keywords: LY294002, SH6, 3MA, wortmannin, IVP
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1. INTRODUGAO

A produgao in vitro de embrides (PIVE) € uma biotécnica extremamente
versatil, sendo aplicada na producdo de animais geneticamente valiosos no
agronegocio, o que contribui para a melhor qualidade dos rebanhos (KANE,
2003). Além disso, tem um importante papel na conservagao de animais em risco
de extingdo e estabelecimento de bancos de germoplasma, sendo ainda uma
otima fonte de embrides para pesquisa reprodutiva basica humana e animal
(FERRE et al., 2020; SARTORI et al., 2016).

Para mimetizar os processos fisiologicos a nivel folicular, oocitario e
embrionario-inicial, a técnica de PIVE envolve trés importantes etapas: maturagao
in vitro (MIV), fertilizacao in vitro (FIV) e cultivo in vitro (CIV), culminando com a
producdo de blastocistos (LONERGAN E FAIR, 2016). Os resultados dessa
biotecnologia sdo muito variaveis entre as espécies (SJUNNESSON, 2020), que
€, dentre outras razdes, resultante de diferentes niveis de estudo da fisiologia
basica de cada grupo animal. Entretanto, mesmo em espécies de interesse
econdmico, em que ha um grande esforgo para alta eficiéncia da técnica, as taxas
se mantém inferiores as desejadas. Um dos fatores que impactam a eficiéncia da
PIVE é a quantidade de blastocistos produzidos em cada rotina, o que esta

relacionado a qualidade intrinseca do odcito e da MIV.

O papel da via fosfatidilinositol 3-quinase/proteina quinase B/fosfatase
homodloga a tensina (PI3BK/AKT/PTEN) ja foi amplamente explorado na literatura a
respeito de terapias e doengas como o cancer de mama (ABRAHAM, 2014),
pulmédo (ZHENG et al., 2012), leucemia (BLUNT E STEELE, 2015), doengas
neurodegenerativas (SHIMOHAMA, 2009) e diabetes (ENGELMAN et al., 2006).
Além disso, atua durante o processo de retomada e progressao da meiose em
oocitos de Xenopus e peixe-zebra (ANDERSEN et al., 2003; DAS et al., 2018).
Entretanto, em mamiferos, o controle da quebra da vesicula germinativa (GVBD)
e progressao a MIl pela via ainda ndo é bem caracterizado, apresentando dados
contrastantes entre as espécies (ANAS et al.,1998). Nesse sentido, esta reviséo
sistematica visa mapear as evidéncias da modulagéo da via PI3K / AKT / PTEN

durante a MIV e avaliar os efeitos sobre a retomada da meiose e progressédo da
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maturacao nuclear de oo6citos de mamiferos, e os impactos subsequentes sobre a

qualidade e desenvolvimento embrionario.

1.1. CICLO CELULAR

O ciclo celular é um processo de alta complexidade e regulagao molecular,
que prepara as células para crescimento e proliferagdo. Durante seu curso, a
célula passa por duas importantes etapas: intérfase (G1, S e G2) e divisdo (M).
Em G1, a célula se prepara para sintese de DNA, armazenando fatores
hormonais, nutricionais e de crescimento, além de verificar as condigbes
citoplasmaticas e nucleares, permitindo ou ndo seu progresso. Na fase S, ocorre
a replicagdo propriamente dita do DNA. Ja em G2, ocorre a checagem do
processo anterior e os reparos necessarios. Uma vez que todos os fatores sejam
favoraveis, a célula finalmente entra na fase M, em que ha dissolugdo do
envelope nuclear, segregagao cromossOdmica e divisado celular, resultando em
duas células-filhas, teoricamente idénticas. (DOREE E HUNT, 2002; JONGSMA
et al., 2015; NOVAK et al., 1998; SCHAFER, 1998).

A fase de mitose é subdividida em préfase, metafase, anafase e teléfase. Na
profase, ha condensagao da cromatina, formando, por sua vez, 0s cromossomos,
e dissolucdo do envelope nuclear. J& na metafase, os cromossomos se
encontram alinhados, formando a placa metafasica. Em seguida, ha segregacao
das cromatides irmas e migracdo delas para polos opostos (centrossomos),
caracterizando a anafase. Por fim, na teléfase ha reconstrucao do envelope
nuclear ao redor das cromatides recém segregadas, seguido por citocinese,
processo de separagao efetiva das células-filhas. Toda movimentagdo dos
cromossomos/cromatides € coordenada pela agdao de microtubulos do fuso
mitético ligados aos cinotocoros, localizados na posigao central de cada cromatide
(JONGSMA et al.,, 2015; MACGREGOR et al., 2019; SILKWORTH E CIMINI,
2012).
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1.2. MEIOSE

A meiose do gameta feminino € um tipo de divisdo celular altamente
especializada por formar um unico oécito secundario, com a extrusdo de dois
corpusculos polares. Para isso, ocorrem dois ciclos celulares em sequéncia. Na
primeira divisdo (meiose 1), ha duplicagdo do DNA, crossing-over — processo que
ocorre durante a préfase, em que o material genético de cada cromossomo
homdlogo é recombinado, com consequente promogao da variabilidade genética
— e segregagao dos cromossomos homologos. Ja na meiose Il, ndo ha fase S na
intérfase, portanto ndo ha nova sintese de DNA. Além disso, € somente na
anafase Il que ocorre a segregacao das cromatides-irmas (LOIDL, 2016;
MACGREGOR et al., 2019; MARSTON E AMON, 2004).

1.3. FOLICULOGENESE E OOGENESE

A foliculogénese € o processo de formacgao, desenvolvimento e maturagéo
das células somaticas circundantes ao oécito. Ja a oogénese, compreende a
formacgao, crescimento e maturagdo do gameta feminino. Nos mamiferos, ambos
processos ocorrem de forma sincrona, com alta complexidade e regulacédo por
fatores enddcrinos, paracrinos e autdcrinos. Eles se iniciam durante o
desenvolvimento embrionario, ainda no periodo pré-natal, com o estabelecimento
e colonizagao por rapida proliferagdo mitética das células germinativas primordiais
nas futuras gonadas femininas (GILCHRIST et al., 2008; GRIVE et al., 2015;
IKAMI et al., 2017). Logo em seguida, essas células primordiais se multiplicam por
mitoses sucessivas e se diferenciam em oogénias, que por sua vez, também
sofrem sucessivas mitoses. Posteriormente, as oogbnias entram na primeira
divisdo meiodtica (estagio de préfase |) e passam a ser denominadas de odcitos.
Neste momento, os oécitos (denominados de primarios) sdo circundados por
células somaticas (pré-granulosa), circundadas por membrana basal. As
estruturas formadas sao denominadas de foliculos primordiais e constituem a
reserva ovariana, definindo a vida reprodutiva do individuo (ADHIKARI E LIU,
2009; GRIVE E FREIMAN, 2015; IKAMI et al., 2014).
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Em fémeas em idade reprodutiva, periodicamente um pequeno grupo de
foliculos primordiais € recrutado e se desenvolve a cada onda de crescimento
folicular, formando os foliculos primarios. Estes caracterizam-se pela morfologia
cuboide das células da granulosa (CGs) (EL-HAYEK E CLARKE, 2015; MATZUK
et al., 2002; VAN DEN HURK E ZHAO, 2005). Em seguida, com a formacgao de
duas ou mais camadas de CGs, o foliculo se denomina secundario. Neste
estagio, ha produgédo de matriz glicoproteica em torno do oécito (zona pelucida), o
estabelecimento das células da teca e o inicio do estabelecimento de
comunicagao entre oécito-CGs via gap junctions nas extremidades das projegdes
transzonais (EL-HAYEK E CLARKE, 2015; LI et al., 2013; MAKKER et al., 2014;
VAN DEN HURK E ZHAO, 2005). A partir desse momento, a foliculogénese entra
em processo de transicao entre as fases pré-antral e antral. Assim, o foliculo se
torna responsivo e dependente de gonadotrofinas. Nesse ponto, a maioria desses
foliculos sofre atresia pela auséncia do pico de hormoénio luteinizante (LH)
(ZELEZNIK, 2004).

O horménio foliculo-estimulante (FSH) €& responsavel pela proliferacao,
crescimento e inicio da diferenciagdo das CGs em células do cumulus (CCs) e
murais, expressao de receptores de LH, aumento da vascularizagao folicular e,
consequente formacao do antro, que contém moléculas regulatérias, fatores de
crescimento, esteroides e enzimas. Ja o LH, atua sobre o término da
diferenciacdo das CGs, expansdo e mucificagdo das CCs e regulagdo da
producdo de androgenos pelas células da teca, substrato da sintese de
estrogénio pelas células murais. Além disso, para o odcito, o pico de LH é
essencial, uma vez que permite a retomada da meiose até o estagio de metafase
[l (MIl). A finalizacdo da meiose s6 ocorrera com a sinalizagéo celular proveniente
da fertilizagdo. Ademais, com a ruptura do foliculo, ocorre a ovulagao, processo
em que ha liberagdo do odcito juntamente com as CCs circundantes, o chamado
complexo cumulus-odcito (COC). As CGs da parede folicular e as células da teca
seguem diferenciagdo para formagéao do corpo luteo, responsavel pela produgéo
de progesterona (DUGGAVATHI E MURPHY, 2009; MAKKER et al., 2014;
WIGGLESWORTH et al., 2015).

22



1.4. MATURAGAO OOCITARIA

A maturacédo dos odcitos € um evento fisioldgico extremamente regulado e
coordenado por fatores presentes no fluido folicular e transferidos ao odcito por
projegdes transzonais. Este processo corresponde a todos os eventos nucleares,
citoplasmaticos e moleculares compreendidos no decurso celular do gameta
incluso no foliculo antral (HENNET E COMBELLES, 2012; LI et al., 2013).

De forma fisiolégica, os eventos das maturagdes nuclear e citoplasmatica
sao regulados para que ocorram ao mesmo tempo, viabilizando a qualidade dos
futuros processos de fertilizacdo e desenvolvimento embrionario inicial (EPPIG,
1996). Entretanto, a competéncia meidtica, capacidade do odcito de iniciar esses
eventos, ocorre de forma independente. Em foliculos pré-antrais, o nucleo do
odcito ja possui todas as condigbes necessarias para o inicio da maturacéo,
enquanto o citoplasma somente adquire este potencial em foliculos antrais
(COMIZZOLI et al., 2011).

1.4.1. Maturagao nuclear

Em odcitos de mamiferos, a maturagdo nuclear compreende os eventos
meidticos a partir da retomada da meiose |, no estagio de profase |, até nova
pausa no estagio de MIl. Assim, apos estimulo resultante do pico pré-ovulatorio
de LH, ha perda da membrana nuclear, caracterizando a GVBD, e condensagéao
dos cromossomos, seguida de organizacdao do fuso e migracdo cromossémica.
Assim, a primeira meiose se encerra com a extrusao do primeiro corpusculo polar
no espacgo perivitelinico. Depois, ha progressdo da meiose Il até o estagio de Ml
e nova pausa, por atividade do fator citostatico (DEKEL, 2005; FAIR, 2013;
SCHMITT E NEBREDA, 2002). O mecanismo inibitério da progressdo da meiose
€ decorrente de variagbes na concentragéo de nucleotideos ciclicos (GILCHRIST
et al., 2016) e atuacédo de diferentes vias de sinalizagdo, que posteriormente
levam a ativagado do fator promotor da meiose (MPF) (SCHMITT E NEBREDA,
2002).

Anteriormente ao pico de LH e consequente inicio da maturacao oocitaria,

altos niveis de cGMP e cAMP intraoocitarios sdo mantidos por fluxo continuo das
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CGs e CCs por gap junctions, o que permite ativagdo da proteina quinase A
(PKA), regulando negativamente o MPF. Uma importante enzima presente no
oocito e responsavel pela hidrolise do cAMP é a fosfodiesterase 3A (PDE3A).
Porém, com intuito de manter o cAMP em altas concentragdes neste momento da
pré-maturacdo, cGMP atua como inibidor da agao fosfodiesterase (GILCHRIST et
al., 2016; RAMOS LEAL et al., 2018).

A atuacao do LH sobre os receptores presentes nas CGs ainda ndo é muito
bem definida. Ao que se tem conhecimento, o pico pré-ovulatorio de LH age sobre
as células foliculares disparando uma cascata de sinalizagcado via secregcao de
peptideos semelhantes a fatores de crescimento epidermais, que resulta em
queda nas concentragbes de cGMP, aumento da atividade de PDE3A e
consequente redugdo do cAMP intraoocitario (DUNNING E ROBKER, 2017;
SHUHAIBAR et al., 2015), que leva a ativacédo do MPF.

O MPF é um heterodimero constituido pelas subunidades regulatéria e
catalitica, ciclina B1 e quinase dependente de ciclina (cdc2), respectivamente
(CARNERO; LACAL, 1998). O processo de ativacdo dessa molécula é altamente
controlado molecularmente e espacialmente. Para manutengdo da inativagao,
existe atuagao das proteinas Wee1 e Myt1 sobre o MPF no nucleo celular. Com a
reducdo dos niveis de nucleotideos ciclicos e, portanto, inativacdo de PKA, cdc25
€ translocada e atua na desfosforilagcdo da subunidade catalitica do MPF. Ao ser
ativado, esse fator induz a realocagao e exportacdo das proteinas Wee1/Myt1
para o citoplasma. Isso proporciona um aumento da atividade do MPF, resultando
em GVBD e retomada da meiose (OH et al., 2010).

1.4.2. Maturagao Citoplasmatica

A maturagdo citoplasmatica envolve modificagbes morfoldégicas e
bioquimicas que visam remodelar o gameta para fertilizagdo e integragcdo do
genoma masculino, reprogramacao celular e ativagdo do genoma embrionario
(CONTI E FRANCIOSI, 2018). Portanto, este processo esta envolvido na
aquisicao de competéncia oocitaria (KRISHER, 2004).
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A regulacdo da maturacgao citoplasmatica ainda € pouco entendida. Porém,
sabe-se que o microambiente folicular € determinante para que o evento ocorra
de forma eficiente. Alguns promotores ja foram identificados, como o EGF, TGF-q,
ativina, inibina, esteroides ativadores de meiose presentes no fluido folicular (FF-
MAS), leptina e midquina, além de moduladores de niveis de cAMP, como
hipoxantina (Hx) e FSH (YAMADA E ISAJI, 2011).

Durante a maturagdo citoplasmatica ha redistribuicdo, replicacdo e
modificagdes morfologicas de organelas, além do rearranjo do citoesqueleto e
acumulo de mRNA, proteinas e fatores de transcricdo (FERREIRA et al., 2009;
VAN DEN HURK E ZHAO, 2005). A fungao do rearranjo espacial de organelas
nao € largamente conhecida, porém sabe-se que tem grande papel na aquisicao
de competéncia oocitaria ao desenvolvimento (CONTI E FRANCIOSI, 2018).

O citoesqueleto é constituido por microtubulos, filamentos de actina e
filamentos intermediarios, que se polimerizam e despolimerizam de forma rapida.
Estes filamentos proporcionam o reposicionamento das organelas, movimentagao
de moléculas, disposi¢cao do fuso, alinhamento da placa metafasica, segregacao
cromossOmica, divisao celular e extrusdo do corpusculo polar (FERREIRA et al.,
2009; LI et al., 2013). Os granulos corticais sdo organelas exclusivas do odcito e
possuem glicosaminoglicanos, proteinas e enzimas em seu interior, moléculas
importantes para o bloqueio da polispermia durante a fertilizagdo, e
desencadeamento da reagado acrossomal. Para isso, € necessario que migrem
para regido periférica da célula (FERREIRA et al., 2009). Ja as mitocondrias séo
as organelas envolvidas na maior parte da produgdo de ATP intra-oocitario. Por
conta disso, € necessario que elas estejam presentes nos locais de maior
requerimento energético de cada estagio do desenvolvimento (YAMADA E ISAJI,
2011). A distribuicdo dessa organela no citoplasma de odcitos mamiferos varia

entre espécies.

1.4.2.1. Maturagao Molecular

A maturagdo molecular corresponde ao acumulo de mRNA, proteinas e

fatores de transcrigdo durante todo o crescimento e maturagao do odcito, sendo
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responsavel por todo o metabolismo anterior a ativagdo do genoma embrionario
(BREVINI GANDOLFI; GANDOLFI, 2001). Além disso, envolve a transcricao
posterior do material genético materno e o processamento de mRNAs envolvidos
nos processos de maturacdo, fertilizacdo e subsequente desenvolvimento
embrionario inicial (FERREIRA et al., 2009; SIRARD et al., 2006).

1.5. MECANISMOS DE MODULACAO DA MATURACAO
OOCITARIA IN VITRO

A PIVE cresceu em grandes passos nos ultimos 40 anos (NIEDERBERGER
et al., 2018). Enquanto em humanos permitiu solucionar a infertilidade de casais,
nos animais, ela é utilizada como uma ferramenta para conservagao de espécies
e proporciona grandes avangos na pecuaria. Entretanto, um grande fator limitante
ainda é a qualidade oocitaria, que determina toda a eficiéncia da técnica (SIRARD
et al.,, 2006). Por conta disso, € imprescindivel que sejam entendidos os
mecanismos moleculares e de sinalizagdo para a retomada e progressao da

meiose, quando na condigao in vitro.

Uma importante interferéncia na técnica in vitro, que compromete o
desenvolvimento embrionario subsequente, é devido a retirada dos COCs do
ambiente folicular. Isso corta o fluxo de nucleotideos ciclicos das CGs para o
odcito, gerando assincronia nos eventos nucleares e citoplasmaticos da
maturagao oocitaria. Assim, permite-se que o odcito retome a meiose sem que o
citoplasma esteja preparado para tal, o que caracteriza a maturacdo nuclear
prematura e dissincronia com a maturagéo citoplasmatica (MEHLMANN, 2005).
Desses nucleotideos ciclicos, o cAMP, principalmente, € a chave para inativagao
ou ativacdo do MPF, sendo responsavel pela manutencdo em vesicula

germinativa ou estimulo para a retomada, respectivamente (YUAN et al., 2017).

Focada na sincronizacdo dos eventos nucleares e citoplasmaticos da MIV,
uma importante estratégia é a inibicdo temporaria da maturacdo nuclear
esponténea (GILCHRIST et al., 2007), e consequente manutengédo de elevadas
concentracbes de cAMP. Para isso, podem ser utilizados reagentes quimicos,

como bucladesina, forskolina, Hx, xantosina e purinas. Além disso, podem ser
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utilizados inibidores de PDE, como isobutiimetilxantina (IBMX), o0rg9935,
cilostamida, mirlinona e rolipram. Ademais, a inibicdo de enzimas chave da
maturacao, como quinases dependentes de ciclinas, MPF, proteinas quinases e
inibidores de sintese proteica também podem ser uma estratégia interessante
para maior qualidade oocitaria e eficiéncia da PIVE (PARK et al., 2011; RAMOS
LEAL et al., 2018).

1.6. PAPEL DA VIA PI3BK/AKT/PTEN

As PI3Ks sdo pertencentes a uma familia altamente conservada de lipidio
quinases responsaveis por catalisar reagdes de fosforilagdo no grupamento 3’-
hidroxila de fosfoinositéis, que desencadeiam na ativagao de diversas vias de
sinalizacao intracelular (ENGELMAN et al., 2006; VANHAESEBROECK et al.,
2010). S&o heterodimeros constituidos de uma subunidade catalitica e uma
regulatoria, que se diferenciam dentre as trés classes (I, Il e lll) descritas, de
acordo com a preferéncia de substrato. As PI3K de classe | catalisam a reacao de
fosfatidilinositol-4,5-bisfofasfato (PIP2) em fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3).
As de classe Il, por sua vez, preferencialmente atuam sobre a modificacdo de
fosfatidilinositol-3-fosfato (PIP) em PIP2. J& as enzimas de classe lll, produzem
PIP através da catalise de fosfatidilinositol (Pl) (ENGELMAN et al., 2006).

A AKT é uma enzima localizada downstream a PI3K, sendo regulada pela
atividade da quinase dependente de fosfoinositideo 1 (PDK1). Apds ativagao de
PDK1 por PI3K, AKT é fosforilada e se torna ativa (CECCONI et al., 2012;
NICHOLSON E ANDERSON, 2002). Ja o PTEN é um inibidor intrinseco da
atividade de PI3K classe |, regulando, portanto, o nivel de atividade da PI3K ao
hidrolisar PIP3 em PIP2 (CARRACEDO E PANDOLFI, 2008).

A respeito das funcbes da via, a descricdo da regulacdo de eventos
fisiolégicos em células somaticas € vasta, participando de (1) proliferagédo e
progressao do ciclo celular através de inativagao de Foxo3 e estabilizagao indireta
de Myc e Cyc D1; (2) sobrevivéncia e apoptose, ao inibir proteinas pro-
apoptoticas (BAX, BAD, Forkhead, p53) e ativar proteinas pré-sobrevivéncia
(BCL2); (3) crescimento e metabolismo lipidico, ativando de forma indireta a via
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mTORC1; (4) metabolismo de carboidratos, por inibicdo indireta de GSKS3,
envolvida na sintese de glicogénio; e (5) rearranjo do citoesqueleto, por atuagao
da via mTORC2 (CANTLEY, 2002; COHEN E FRAME, 2001; MAKKER et al.,
2014).

No tecido ovariano, estudos genéticos utilizando o modelo murino indicaram
que a via intraoocitaria regula a sobrevivéncia e ativagao dos foliculos primordiais,
enquanto nas CGs, a via controla a proliferagcdo e a diferenciagao celular em
resposta a gonadotrofinas (ZHENG et al., 2012). Além disso, foram realizadas
inibicbes da via para o maior entendimento dos efeitos sobre a autofagia (SHEN
et al., 2018), esteroidogénese, viabilidade e desenvolvimento embrionario inicial
(DE SOUZA et al., 2018), desenvolvimento folicular (LIU et al., 2007) e inibicao da
maturacéo oocitaria (HOSHINO et al., 2004).

1.6.1. Modulagao da via PI3BK/AKT/PTEN durante a MIV

Alguns moduladores podem ser utilizados para elucidar o papel de cada uma
das proteinas da via, suas relagdes com outras moléculas e seus mecanismos de
agao (SMITH, 2010). Eles podem ser ativadores ou inibidores, dependendo de
suas caracteristicas e mecanismo de ligagdo as proteinas alvo. Para a via
PI3K/AKT/PTEN, sao descritos inumeros moduladores, dada sua importancia
fisiolégica e clinica, participando de eventos que levam a carcinogénese e

desenvolvimento de doencgas autoimunes e psiquiatricas.

Alguns dos inibidores diretos da PI3K sao LY294002 (LY), wortmannin (Wo)
e 3-metiladenina (3MA). Eles competem diretamente pelo sitio de ATP, entretanto
variam de acordo com a natureza de sua ligagao e origem. O LY é um inibidor
reversivel sintético, derivado do flavonoide quercetina, que se liga a PI3K de
classe | (WALKER et al., 2000). A ligagcao é bastante estavel em solugao e, por
conta disso, € amplamente utilizado na literatura (GHARBI et al., 2007). J4 o Wo é
um metabolito fungico ndo especifico, inibindo todas as classes de PI3K por
ligagdo covalente, de forma irreversivel (WALKER et al., 2000; WANG et al.,
2016). Além disso, o 3MA ¢é conhecido por inibir autofagia, sendo especifico para

PI3K classe lll de forma reversivel, entretanto, recentemente foi demonstrado que
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também é capaz de inibir classe | irreversivelmente. A respeito de moduladores
de AKT, SH6 é um analogo de fosfatidilinositol e atua ao impedir a hidrélise do
ATP e a consequente ativagao de AKT (ASHRY et al., 2018) (Figura 1).

Figura 1: A via da fosfatidilinositol 3-quinase/proteina quinase B/fosfatase e
tensina homodloga (PI3K/AKT/PTEN) em mamiferos e seus inibidores diretos. A
PI3K é um heterodimero formado pelas subunidades p85 e p110. Ela é ativada
por insulina, esteroides ou fatores de crescimento e atua na catdlise de
fosfatidilinositois de acordo com as classes de PI3K. As PI3Ks de classe | atuam
na catalise do fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3) a partir do fosfatidilinositol-
4,5-bifosfato (PIP2). Ja a classe I, atua na conversao do fosfatidilinositol-3-fosfato
(PIP) em PIP2. Além disso, a classe lll produz PIP por meio da catalise de
fosfatidilinositol (P1). Alguns dos inibidores diretos especificos que atuam em cada
classe de PI3K, sdo: LY294002 (LY), que se liga a classe |; PTEN, que € um
regulador negativo intrinseco de mesma classe; 3MA, que atua nas classes | e llI;
e Wortmannin (Wo), que pode se ligar covalentemente a todas as trés classes.
Esta producéo de subprodutos de fosfatidilinositol recruta quinase dependente de
fosfatidilinositol (PDK1) para a membrana, que fosforila AKT. A via segue pela
fosforilacdo da fosfodiesterase 3 (PDE3), que reduz os niveis de cAMP e, por
consequéncia, inibe a proteina quinase A (PKA), desencadeando a retomada da

meiose por ativagcao do fator promotor da meiose (MPF).
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A modulacdo da via PI3K/AKT/PTEN foi estudada em Xenopus e peixe-
zebra, mostrando a importancia da via para retomada da meiose, uma vez que
com a adigdo de inibidores de PI3K ou AKT, GVBD foi bloqueada
momentaneamente ou por completo (ANDERSEN et al., 2003; DAS et al., 2018).
Por outro lado, em mamiferos, os resultados se mostram variaveis entre espécie e
inibidor usado, demonstrando que pode haver singularidades na cascata de
sinalizagdo da via. Além disso, o uso do modulador durante a MIV pode gerar
consequéncias sobre o desenvolvimento embrionario. Um dos possiveis
resultados é a melhoria da sincronizagdo das maturacbes nuclear e
citoplasmatica, melhorando a eficiéncia da PIVE, como descrito por PEREIRA et
al. (2020).
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

A presente revisdo sistematica tem como objetivo geral mapear as
evidéncias da modulagdo da via PI3K/AKT/PTEN durante a MIV e avaliar os
efeitos sobre a retomada da meiose e progressdo da maturagdo nuclear de
o6citos de mamiferos, e os impactos subsequentes sobre a qualidade e

desenvolvimento embrionario.
2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar em quais espécies ja foram estudados os efeitos da modulagcédo da
via PI3K/AKT/PTEN durante a MIV;

e Apresentar e discutir os moduladores, seus alvos e concentragdes ja
estudadas, correlacionando com os efeitos sobre a retomada e progressao da
meiose;

e Identificar os efeitos da modulagéo ja descritos na literatura sobre as taxas de
MIV, FIV e CIV, considerando ainda possiveis impactos sobre a qualidade do

odcito/embrido e taxas de apoptose.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. CRITERIOS DE ELEGIBILIDADE

Todos os critérios foram definidos anteriormente a busca nas bases de
dados, baseando-se na estratégia de populagédo, intervengcdo, comparador e
desfechos (PICO) para definicdo da pergunta estruturada da revisdo (“Qual o
efeito da adicdo de inibidores da via PI3K/AKT/PTEN durante a MIV de odcitos
mamiferos sobre a retomada e progressdo da meiose?”), sendo P= odcitos
mamiferos; |= suplementacdo de moduladores de PI3K, AKT ou PTEN durante a
MIV; C= odcitos ndo modulados; e O= efeito sobre a retomada e progressao da
meiose e, caso disponivel, taxas de qualidade e desenvolvimento embrionario
subsequentes. Somente artigos originais foram incluidos e ndo houve distingdo a

respeito de data de publicacdo ou idioma.

As bases eletrénicas PubMed (Medline), Web of Science (WoS) e Scopus
foram extensivamente buscadas em maio de 2021. Para o PubMed, foi utilizada a
seguinte chave: “("PI3K" OR "phosphoinositide 3-kinase" OR "phosphatidylinositol
3-kinase" OR "wortmannin" OR "ly294002" OR "triciribine" OR "akt" OR "pkb" OR
"protein kinase b" OR PTEN OR “phosphataseandtensinhomolog”) AND ("inhibit*"
OR "modulat*")) AND ("ovocyte" OR "egg" OR "oocyte" OR "COC" OR "cumulus-
oocyte") AND ("embryo*™ OR "embryo production" OR "in vitro embryo production"
OR "in vitro maturation" OR "in vitro fertilization" OR "in vitro development" OR "in
vitro embryo development" OR "in vitro culture” OR "ivm" OR "ivf" OR "ivc" OR
"ivd" OR "blastocyst™ OR "cleavage" OR "embryo quality" OR "embryo viability"
OR "in vitro" OR "meiotic maturation” OR "cytoplasmatic maturation"))”.
Particularidades de cada base para construcdo da chave de busca foram

consideradas e ajustadas para WoS e Scopus.
3.2. IDENTIFICACAO/TRIAGEM DOS ESTUDOS

Artigos duplicados foram identificados no gerenciador de referéncias
Mendeley Desktop (V-1.19.8). Sequencialmente, as referéncias foram exportadas
para o Rayyan (OUZZANI et al., 2016) e a triagem foi realizada inicialmente pela

leitura do titulo e resumo de cada artigo por dois revisores de forma
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independente. Em um segundo momento, foi realizada a leitura total dos artigos

pré-selecionados para confirmar a elegibilidade.

Os critérios de exclusao foram determinados anteriormente a busca e se
enquadraram quando o artigo: (1) era de outro assunto (off-fopic); (2) nao
apresentou secado de analise estatistica ou informacées quanto aos valores de
significancia (sem suporte estatistico); (3) era categorizado como revisdao ou
estudos clinicos (tipo de publicacéo); (4) ndo estudou a via PI3K/AKT/PTEN (via
enzimatica); (5) utilizou um inibidor indireto e/ou em outro momento, que ndo a
MIV (desenho experimental); (6) estudou a inibicdo em outras células que nao
oocitos de mamiferos (populagéo); ou (7) nao avaliou taxas de GVBD e/ou M|
(desfecho). Qualquer discordéncia entre os revisores sobre a inclusao/exclusao

ou categorizagao foram discutidos e resolvidos por dois outros revisores.

Diferentes condigbes experimentais dentro do mesmo artigo foram avaliadas
de forma independente e, portanto, considerou-se 0 numero de experimentos
totais, tanto para etapas de MIV e pos-MIV (desenvolvimento in vitro ou

partenogenético).

3.3. AVALIAGAO DA QUALIDADE

A avaliagdo da qualidade dos estudos foi analisada com base em
WHITTEMORE E KNAFL (2005). Para isso, os artigos foram avaliados
separadamente por sua qualidade técnica e adequagédo a pergunta da reviséo,
subdividindo-se em dois parametros, respectivamente: desenho experimental e
metodologia descrita; e objetivo e modulagao da MIV. Foi realizada pontuacéo de
cada um desses parametros, como 0 (ausente) e 1 (presente). Para qualidade
técnica, foi analisado somente se havia ou n&o descricdo detalhada da
metodologia e se era pertinente ao objetivo do artigo. J& para os critérios de
adequacao a revisao, o objetivo de cada artigo foi analisado e foi considerado
como presente se o uso dos inibidores pretendia diretamente inibir a via,
enquanto também foi analisado se houve adi¢do de algum modulador de cAMP

durante a coleta dos odécitos. Nenhum artigo foi excluido devido a esta avaliagéo,
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entretanto a qualidade definiu o peso de que as evidéncias poderiam ser

avaliadas.

3.4. EXTRAGAO DOS DADOS

Informagao a respeito de espécie, moduladores e concentragcédo utilizada,
tempo de MIV e taxas de maturagcéo foram obrigatoriamente extraidas de todos os
experimentos incluidos. Para melhor verificagado do efeito do inibidor sobre a MIV,
a retomada e progressao da meiose foram avaliados, considerando-se as taxas
de GVBD e MIl, respectivamente. Informacdes a respeito das etapas
subsequentes até o estagio de blastocisto também foram compiladas, caso

disponiveis, analisando-se a qualidade e desenvolvimento embrionario.

Todos os dados extraidos foram avaliados baseando-se na analise
estatistica de cada artigo. Cada experimento foi caracterizado como positivo ou
negativo a respeito do efeito da adi¢cao do inibidor sobre as taxas de retomada e
progressdo da meiose. Assim, quando a adigdo de qualquer concentragdo do
inibidor promoveu a inibicdo das taxas supracitadas, foi considerado positivo. Ao

passo que a auséncia de inibigao nas taxas, considerou-se negativo.

4. RESULTADOS

Foram obtidos 431 artigos a partir da busca nas trés bases de dados e
remogao de replicatas. Um artigo foi incluido manualmente apds reviséo de todas
as referéncias incluidas em cada um dos artigos. Apoés triagem, 37 artigos foram
lidos na integra, para verificagdo dos critérios de inclusdo e dois artigos foram
removidos por ndo conterem em detalhes a analise estatistica ou os valores de
significancia (KALOUS et al., 2006; ZHENG et al., 2012). Um total de 20 foram

selecionados e incluidos nessa revisao sistematica (Figura 2).
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Figura 2: Fluxograma da identificagao, triagem, elegibilidade e inclusao dos
artigos da revisdo sistematica sobre a modulacdo da via fosfatidilinositol 3-
quinase/proteina quinase B/fosfatase e tensina homologa (PISK/AKT/PTEN)
durante a maturagao in vitro de odécitos de mamiferos sobre a retomada e

progressao da meiose.
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A analise de qualidade indicou que 50% dos artigos incluidos abrangiam
todos os parametros avaliados (Tabela 1). Nove artigos apresentaram alguma
divergéncia quanto a adequacgao a revisao. A respeito do objetivo, o inibidor foi
utilizado para induzir a apoptose (EL SHEIKH et al., 2019), analisar autofagia
(SHEN et al., 2018), entender o papel do FHS e AREG sobre a via (PROCHAZKA
et al., 2012), e a correlacao entre a via e PKC (LIU et al., 2018), CaMKII (LIU et
al., 2019) e Aurora Quinase A (SASKOVA et al., 2008). Ja quanto a adicao de
moduladores pré-MIV, IBMX (LI et al., 2008; SASKOVA et al., 2008), Hx
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(HOSHINO et al., 2004) e dibutiril-cAMP (KALOUS et al., 2009) foram utilizados.
Além disso, dois artigos apresentaram auséncia de algum parametro de qualidade
técnica, devido a falta de detalhamento metodolégico (LIU et al., 2018) e desenho
experimental inadequado, por conta do uso de meio sequencial com/sem

inibidores para avaliar o efeito da inibicdo da via (SONG et al., 2018).

Tabela 1. Analise da qualidade dos artigos incluidos na revisao sistematica a
respeito da modulacdo da via PISK/AKT/PTEN durante a maturagéo in vitro de

odcitos de mamiferos.

Qualidade técnica Adequagao a revisao
Artigo, ano Desenho Detalhamento . Modulagado Total
. . Objetivo
experimental metodologico da MIV

Anas ef al. 1998
Anas et al. 2000
De Souza et al. 2018
Sheikh et al. 2019
Hoshino et al. 2004
Jiao et al. 2020
Kalous et al. 2009
Li et al. 2008
Liu et al. 2018
Liu et al. 2019
Park et al. 2011
Pereira et al. 2020
Prochazka et al. 2012
Saskova et al. 2008
Shen et al. 2018
Shimada et al.1998
Shimada et al. 1999
Shimada et al. 2003
Song et al. 2018
Tomek & Smiljakovic 2005
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Cada artigo foi pontuado em um sistema binario, sendo a qualidade técnica
avaliada pela presenca (1) ou auséncia (0) de descricao detalhada da
metodologia e se esta era pertinente ao objetivo do artigo (1) ou ndo (0). Para os
critérios de adequacédo a revisdo, o objetivo de cada artigo foi analisado e
verificado se o uso dos inibidores pretendia diretamente inibir a via (1) ou ndo (0),
enquanto também foi analisado se houve adicao de algum modulador de cAMP
(0) durante a coleta dos odcitos ou nao (1).
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4.1. CARACTERIZACAO DOS ARTIGOS INCLUIDOS
A modulagéao direta da via PISK/AKT/PTEN durante a MIV em mamiferos foi

relatada somente em bovinos (n=6), murinos (n=4) e suinos (n=10). Os estudos
iniciaram-se na década de 1990, e 0 numero de publicagbes durante os anos
cresceu e depois estabilizou (1990: 3; 2000: 7; 2010: 8). Este padrao parece ser
mantido na década de 2020, uma vez que nos dois primeiros anos, ha somente
duas publicacdes sobre o tema. Por conta de pequenas alteragcdes das condicoes
experimentais dentro de um mesmo artigo, foi possivel extrair 48 experimentos de
MIV e 11 que avaliaram os efeitos nas etapas pos-MIV. As variagdes visualizadas
foram a respeito do modulador, suplementagcdo do meio, estrutura cultivada (COC
ou odcito desnudo — DO), tempo de MIV e exposi¢céo aos inibidores, e método de

ativagao (FIV ou ativacao partenogenética).

Foram estudados o uso de trés inibidores diretos de PI3K — 3MA, Wo, LY —e
um de AKT (SH6), contabilizando quatro (0,8%), 14 (29%), 22 (45%) e oito (16%)
experimentos, respectivamente. Nao foram encontrados artigos explorando o uso
de ativadores de PTEN. A taxa de retomada da meiose, avaliada por GVBD, foi
analisada em 81% (39/48) dos experimentos, surtindo efeito positivo em 17
(44%). Ja a progressao a Ml foi analisada em 54% (26/48) dos experimentos,
apresentando efeito positivo em 81%. Somente 35% (17/48) dos experimentos
verificaram concomitantemente o efeito dos inibidores sobre a retomada e a

progressao da meiose.

O uso dos inibidores durante a MIV e seus efeitos nas etapas posteriores
foram somente relatados em sete artigos (35%), sendo possivel extrair 11
experimentos, que estudam sua aplicagdo somente em bovinos e suinos,
portanto, ainda ndo ha literatura a respeito em murinos. Desses, 64% (7/11)
reportaram ativar realizando a FIV e 36%, por PA. Todos esses experimentos
avaliaram o desenvolvimento embrionario, enquanto somente em 46% (5/11)

destes, a qualidade embrionaria também foi verificada.
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4.1.1. Suinos

Foram extraidos 10 artigos em suinos e, para estudos da MIV, foram
considerados 21 experimentos (Tabela 2), que avaliaram o efeito de LY (52%),
Wo (14%), 3MA (19%) e SH6 (14%). Ja a respeito do pdés-MIV (Tabela 3), foram
descritos somente quatro artigos, em cinco condi¢bes experimentais. Os

inibidores LY, Wo e 3MA foram estudados em 40%, 20% e 40%, respectivamente.

Dos nove experimentos que analisaram a retomada da meiose apds a MIV
suplementada de LY, 56% (5/9) e 44% (4/9) apresentaram efeitos positivos e
negativos, nessa ordem. No que diz respeito a avaliagdo de progressao, todos os
experimentos (4/4) exibiram efeitos positivos. As concentragdes adicionadas
durante a MIV de COCs variaram de 10" a 104 M. O efeito positivo do inibidor na
retomada da meiose foi percebido com a suplementacdo de 5x 10°M e 1 —
7.5x10°M (LI et al., 2008; PROCHAZKA et al., 2012; SHIMADA et al., 1998;
SHIMADA et al., 2003), e negativo com 107, 1 —=5x 10%e 1 -5 x 10° M (Ll et al.,
2008; PROCHAZKA et al., 2012; SHIMADA E TERADA, 1999; SHIMADA et al.,
2003). Ja para progressdo, as concentragbes de 1e5x10% e 1-5x10°M
geraram efeitos positivos (JIAO et al., 2020; PROCHAZKA et al., 2012; SHEN et
al., 2018), e 5 x 106, 1 e 2 x 10, e 10* M, efeitos negativos (JIAO et al., 2020;
PROCHAZKA et al., 2012). Em DOs, as concentragdes de 5 x 10°e 5 x 10° M
resultaram na inibicdo de GVBD (SHIMADA et al., 1998), entretanto em LI et al.
(2008), a mesma concentragdo (5 x 10° M) gerou efeitos negativos. Dois
experimentos analisaram o efeito da suplementagao de LY durante a MIV sobre
as etapas subsequentes. Das concentragdes estudadas (10°— 104 M), somente 2
e 5 x 10°°M foram capazes de reduzir a taxa de clivagem (JIAO et al., 2020). Ja a
taxa de producao de blastocistos, foi reduzida com a adicdo de 106,5e 2 x 10°M
(JIAO et al., 2020; SHEN et al., 2018). Somente um deles analisou a qualidade
embrionaria, apresentando redugéo da taxa de blastobmeros/embrido (JIAO et al.,
2020).
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Tabela 2. Lista de artigos e experimentos que avaliaram os efeitos da inibicdo da via
PI3K/AKT/PTEN durante a maturagéo in vitro (MIV) sobre a retomada da meiose e/ou
progressao a metafase Il de suinos.

Referéncia Inibidor COC/ Dose Exp/ Meio de MIV (fonte Efeitos sobre*
DO (M) Dur (h) proteica e hormonios) Retomada Progress&o
Park et al. 2011 3MA COoC 102 22 TCM-199; 10% PFF; Positivo -
102 42 0.5 ug /mL FSH; 10 Positivo  Positivo
DO 102 22 ng/mlL EGF Tuo/ml B2 pogiive -
102 42 Positivo Positivo
Shimada et al. LY COC 5x10°% 12 NCSU37; 0.3% PVP Negativo -
1999
Li et al. 2008 107 24 TCM-199; 3 mg/mL BSA; Negativo -
106 10 ng/mL EGF Negativo -
10% Positivo -
5x10° Positivo -
Shimada et al. 5x10¢ 24 TCM-199; 10% FCS; 10  Positivo -
1998 5x 105 IU/mL ECG; 1 uyg/mL E2;  positivo .
7.5x 10 101U/mL HCG Positivo -
5
Shimada et al. 5x10% 24 NCSU37; 20 ng/mL FSH  Positivo -
2003 2 X105 Positivo -
5x10°% NCSU37; 2 mM Hx Negativo -
2 X10° Negativo -
Jiao et al. 2020 1X10°% 42-44 TCM-199; 10% FBS; - Negativo
2 X 105 10% PFF; 10 IU/mL - Negativo
5% 105 EGF; 10 IU/mL HCG ) Positivo
10+ - Negativo
Prochazka et al. 5x10% 42 M-199; 5% FCS; Positivo Positivo
2012 105 100 ng/mL AREG Positivo Positivo
2x10° Negativo Positivo
5x10° Negativo  Positivo
5x 106 M-199; 5% FCS; 1 UlI/mL Negativo  Negativo
10% FSH Negativo  Positivo
2x10° Negativo Positivo
5x10° Negativo  Positivo
Shen et al. 2018 106 44 TCM-199; 10 ng/mL - Positivo
EGF; 10% PFF; 10
IU/mL FSH; 10 IU/mL LH
Li et al. 2008 DO 5x10% 28 TCM-199; 3 mg/mL BSA; Negativo -
10 ng/mL EGF
Shimada et al. 5x10% 24 TCM-199; 10% FCS; 10  Negativo -
1998 5x 105 IU/mL ECG; 1 ug /mL Negativo -
E2; 10 IU/mL HCG
Kalous et al. 2009  SH6 DO 5x10% 10 TCM-199; 5% BSA Negativo -
5x10% 24 Negativo Positivo
5x10°% 44 Negativo Positivo
Shimada et al. Wo coc 10° 24 TCM-199; 10% FCS; 10  Positivo -
1998 108 IU/mL ECG; 1 yg/mL E2;  positivo -
107 10 IU/mL HCG Positivo )
106 Positivo -
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Song et al. 2018 1x10% 44 Sequential: (1) TCM-199; - Negativo
5x 106 10% PFF; 10 IU/mL _ Negativo
i ECG; 10 IU/mL HCG and s
10° i - Positivo
(2) with no
hormones/inibidor
Shimada et al. DO 108 24 TCM-199; 10% FCS; 10  Positivo -
1998 IU/mL ECG; 1 pg/mL EZ2;
10 IU/mL HCG
107 Positivo -

*O efeito positivo foi categorizado quando, com a adi¢ao do inibidor, foi possivel observar
a inibicao das taxas, enquanto o efeito negativo foi considerado quando nao ha inibicao.
Abreviaturas: COC: complexo cumulus-oécito; DO: odécitos desnudos; Exp/Dur: exposi¢cao
ao inibidor e duracdo da MIV; PFF: fluido folicular suino; FSH: horménio foliculo-
estimulante; Wo: wortmannin; LY: LY294002; 3MA: 3-metiladenina EGF: fator de
crescimento epidérmico; E2: estradiol; BSA: albumina sérica bovina; FCS: soro fetal
bovino; ECG: gonadotrofina coriénica equina; HCG: gonadotrofina coriénica humana; Hx:
hipoxantina; AREG: anfirregulina; LH: horménio luteinizante.

Tabela 3. Lista de artigos e experimentos que avaliaram os efeitos da inibicdo da via
PIBK/AKT/PTEN durante a maturacao in vitro de complexos cumulus-odécitos sobre a o
cultivo in vitro (CIV) de embrides suinos. Efeitos sobre as taxas de CIV foram
categorizados de acordo com a analise estatistica de cada artigo e seu proprio grupo
controle.

Referéncia Inibidor Dose (M) IVF/PA Exp (h) Dur (h) Efeito sobre as taxas de:
Clivagem Blastocisto Blast/embridao Apoptose
Jiao et al. LY 10° PA 42-44  42-44  Similar Similar - -
2020 2x 105 Similar - -
5x10° Redugdo Redugdao Redugao -
104 Similar Redugdo - -
Shen et al. 106. 44 44 Similar Redugao - -
2018
Song et al. Wo 106 22 - Similar Similar Similar
2018 5x 106 - Redugdo  Similar Similar
105 - Redugdo Redugéo Similar
Park et al. 3MA 102 Similar Similar Similar -
2011 102 IVF Similar  Similar Similar -

Abreviaturas: LY: LY294002; Wo: wortmannin; 3MA: 3-metiladenina; FIV: fertilizacado in
vitro; PA: ativado partenogeneticamente; Exp: duragcao da exposicdo ao inibidor; Dur:
duracao da maturagao in vitro; Blast: blastdmero; Similar: estatisticamente semelhante ao

controle; Reducgao: estatisticamente inferior ao controle.

O uso de Wo foi avaliado em trés experimentos. Em todos, o efeito foi
positivo, sendo dois deles sobre as taxas de retomada e um para progressao da
meiose (SHIMADA et al., 1998; SONG et al., 2018). Todas as concentragcdes

utilizadas para estudo da retomada da meiose em COCs (10, 108, 107 e 10° M)
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e DOs (10 e 107 M) foram capazes de inibir GVBD (SHIMADA et al., 1998). Ja
sobre a progressdo, somente a concentragdo de 10-°M foi capaz de resultar em
efeito positivo, enquanto 1 e 5 x 10 M apresentaram efeito negativo (SONG et
al., 2018). As taxas de qualidade e desenvolvimento embrionario foram
analisadas somente em um experimento, em que as concentragdes de 5 x 103 e
102M foram capazes de reduzir a taxa de blastocistos, enquanto a taxa de

apoptose néo foi alterada com a adi¢do do inibidor (SONG et al., 2018).

Quatro experimentos avaliaram a retomada, enquanto somente dois, a
progressdo da meiose com o uso de 3MA. Em todos, os efeitos foram
categorizados como positivos. Somente a concentragdo de 102M foi avaliada,
tanto para COCs quanto em DOs (PARK et al., 2011). Somente um experimento
analisou os efeitos do inibidor sobre a FIV, demonstrando que a suplementagao
de 102 M de 3MA nao impactou nas taxas de mono- e polispermia. O uso do
inibidor foi avaliado sobre a qualidade e desenvolvimento embrionario em dois
experimentos, sendo um ativado partenogeneticamente e outro fertilizado in vitro.
Em ambos os experimentos, as taxas de clivagem e blastocistos, e 0 numero de

blastémeros/embrido foram similares ao controle (PARK et al., 2011).

O uso de SH6 em suinos foi verificado em somente um artigo, que usou a
concentragdo fixa de 5 x 10° M. Foram extraidos trés experimentos em DOs que
variaram somente o tempo de MIV (10, 24 ou 44 h). Com 24 ou 44 h, os
resultados foram categorizados como negativos, porém com 10h, a retomada foi
promovida. Entretanto, quando avaliada a progressao, o inibidor gerou impactos
positivos quando observada em 24 ou 44h, ao reduzir a taxa de MIl (KALOUS et
al., 2009).

4.1.2. Bovinos

Seis artigos descreveram o uso de moduladores da via durante a MIV, sendo
possivel extrair um total de 17 experimentos. Destes, quatro (24%) analisaram
somente a retomada da meiose e seis (35%), a progressdo. Em sete
experimentos (41%), avaliou-se concomitantemente ambas as taxas (Tabela 4).
Quatro (23%), 11 (65%) e dois (12%) analisaram a adi¢gdo de LY, Wo e SH6,

respectivamente. Além disso, seis experimentos investigaram os efeitos dos
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inibidores nas etapas pés-MIV, sendo 33% (2/6) com LY, 50% (3/6) com Wo e
17% (1/6) com SH6 (Tabela 5).

Tabela 4. Lista de artigos e experimentos que avaliaram os efeitos da inibicdo da via
PI3K/AKT/PTEN durante a maturagéo in vitro (MIV) sobre a retomada da meiose e/ou
progressao a metafase Il de bovinos.

Referéncia Inibidor COC/ Dose (M) Exp Dur. Meio de MIV (fonte Efeitos sobre*

DO (h) (h) proteica e hormoénios) "Retomada Progress&o

Anas et al. 1998 LY COC 25x10% 24 24 TCM-199; 10% FCS; Negativo  Positivo
5x 105 1.3 pg/mL LH; Negativo  Positivo
7.5x10°% 0.6 pg/ml. FSH Negativo  Positivo

De Souza et al. 2018 coc 10* 22-25 22-25 MIVB - Negativo
104 MIVB; 10 ng/mL FSH - Positivo

Anas et al. 1998 DO 25x10% 24 24 TCM-199; 10% FCS; Negativo  Negativo
5x10° 1.3 pg/mL LH; Negativo  Positivo
7.5x10% 0.6 pg/ml. FSH Negativo  Positivo

Sheikh et al. 2019 SH6 COC 5x10% 22-24 22-24 TCM-199; 1 ug/mL E2; - Positivo

10 ug/mL FSH;
10 ng/mL EGF; 5%
FCS

Tomek & Smiljakovic coc 10° 24 24 TCM-199; 3 mg/mL - Negativo

2005 2.5x 105 BSA - Negativo
5x10° - Positivo
7.5x10% - Positivo

Anas et al. 1998 Wo coc 10 24 24 TCM-199; 10% FCS; Negativo  Positivo
107 1.3 pg/mL LH; Negativo  Positivo
106 0.6 pg/mL FSH Negativo  Positivo

Anas et al. 2000 coc 107 4 4 TCM-199; 10% FCS; Negativo -

107 6 6 1.3 pg/mL; 0.6 pg/ml Negativo -
107 8 8 FSH Negativo -
107 10 10 Negativo -

Pereira et al. 2020 COC 2x10% 22 22 TCM-199; 5 yg/mL LH; Negativo  Positivo
2x10% 28 28 0.5 pg/mL FSH Negativo  Negativo
2x10% 34 34 Negativo  Negativo
2x10% 0,17 22 - Positivo
2x10% 6 22 - Positivo

Anas et al. 1998 DO 107 24 24 TCM-199; 10% FCS; Negativo  Positivo
106 24 24 1.3 ug/mL LH; Negativo  Positivo

0.6 yg/mL FSH

*O efeito positivo foi categorizado quando, com a adi¢cao do inibidor, foi possivel observar
a inibigdo das taxas, enquanto o efeito negativo foi considerado quando nao ha inibigao.
Abreviaturas: COC: complexo cumulus-o6cito; DO: odcitos desnudos; Exp: duragdo da
exposicao ao inibidor; Dur: duragdo da MIV; FSH: horménio foliculo-estimulante; EGF:
fator de crescimento epidérmico; E2: estradiol; BSA: albumina sérica bovina; FCS: soro
fetal bovino; LH: horménio luteinizante.
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Tabela 5. Lista de artigos e experimentos que avaliaram os efeitos da inibicdo da via
PI3K/AKT/PTEN durante a maturacao in vitro (MIV) de complexos cumulus-od6citos sobre
a o cultivo in vitro (CIV) de embrides bovinos, apos fertilizagao in vitro. Efeitos sobre as
taxas de CIV foram categorizados de acordo com a anadlise estatistica de cada artigo e
seu proéprio grupo controle.

Referéncia Inibidor Dose (M) Exp Dur. (h) Efeito sobre as taxas de:
(h) Clivagem Blastocisto Blast/embrido Apoptose
DeSouza et al. LY 104* 22-25 22-25  Similar Similar - -
2018 10-4** Redugdo Redugdo - -
Sheikh et al. 2019 SH6 25x10% 22-24 22-24  Similar Redugédo - -
5x10°% Reducdo Redugdo Reducéo Aumento
7.5x10°% Reducdo Redugdo - -
Pereira et al. Wo 2x10% 0,17 22 Similar Similar - -
2020 2x10® 6 Similar  Similar - -
2x108% 22 Greater  Greater - -

*Inibicdo em meio basico **Inibicdo em meio contendo horménio foliculo estimulante.
Abreviacbes: LY: LY294002; Wo: wortmannin; Blastdm: blastdmeros; Exp: duracdo da
exposicado ao inibidor durante a MIV; Dur: Duracdo da MIV. Similar: semelhante ao
controle; Redugdo: estatisticamente inferior ao controle; Aumento: estatisticamente
superior ao controle

Quatro experimentos adicionaram o inibidor LY durante a MIV de bovinos.
Destes, dois avaliaram os efeitos sobre a retomada da meiose, apresentando
efeitos negativos (ANAS et al., 1998). Quando estudados os efeitos sobre a
progressao a MIl, trés experimentos exibiram efeito positivo (ANAS et al., 1998;
DE SOUZA et al., 2018) e, somente um, negativo (DE SOUZA et al., 2018). As
concentragbes de 10 e 2,5 - 7,5 x 10-°M do inibidor foram utilizadas em COCs e
25 -75 x 10°M em DOs. Em todas as concentragdes avaliadas, os efeitos
sobre as taxas de retomada da meiose foram negativos, enquanto para a
progressao a MIl, a maioria das concentragdes utilizadas foi capaz de gerar efeito
positivo, com excegdo de 2,5 x 10°M (ANAS et al., 1998) e 10 M, quando
cultivado sem a presenca de FSH (DE SOUZA et al., 2018). Dois experimentos
analisaram os efeitos da adicdo de LY no meio de MIV sobre as taxas de
desenvolvimento embrionario. A concentragdo de 10* M do inibidor foi capaz de
reduzir as taxas de clivagem e blastocisto quando o meio de MIV foi
suplementado com FSH. Entretanto, a mesma concentragao, sem adi¢cao de FSH,

resulta em taxas similares ao controle (DE SOUZA et al., 2018).
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Dos 11 experimentos que estudaram os efeitos de Wo sobre as taxas de
retomada da meiose, todos apresentaram efeito negativo (ANAS et al., 2000;
ANAS et al., 1998; PEREIRA et al., 2020). Ja sobre a progresséo a Mll, 86% (6/7)
foram categorizados como positivos, variando entre 108 e 10€M em COCs e DOs
(ANAS et al., 2000; ANAS et al., 1998; PEREIRA et al., 2020). A Unica excecao foi
quanto a adigao de Wo durante a MIV de 28 h, que apresentou taxas similares ao
controle (PEREIRA et al., 2020). Taxas de pos-MIV foram analisadas em trés
experimentos, que utilizaram a concentracido fixa de 2 x 108M de Wo. A
exposi¢cao ao inibidor por 10 min ou 6 h ndo alterou as taxas de clivagem e
blastocisto. Entretanto, um aumento na taxa de blastocisto foi descrito no grupo
exposto ao inibidor por 22 h (PEREIRA et al., 2020).

A adicdo de SH6 durante a MIV foi estudada em dois experimentos, que
somente avaliaram os efeitos sobre a taxa de progressao da meiose. Em ambos
os experimentos, as taxas foram reduzidas com a adicdo do inibidor,
caracterizando um efeito positivo (EL SHEIKH et al., 2019; TOMEK E
SMILJAKOVIC, 2005). As suplementagbes de 1 — 7,5 x 10°M de SH6 foram
exploradas nos experimentos incluidos. As concentracdes de 5 e 7,5 x 10°°M
foram capazes de inibir a progressao a Mll, entretanto 2,5 e 1 x 10> M resultaram
em efeito negativo (EL SHEIKH et al., 2019; TOMEK E SMILJAKOVIC, 2005).
Somente um experimento analisou a adicdo de SH6 na qualidade e
desenvolvimento embrionario. Adicdo de 2,5 x 10°°M n&o resultou em alteragdo
na taxa de clivagem, entretanto as concentragdes de 5 e 7,5x 10°°M foram
capazes de reduzir esta taxa de forma dose-dependente. Ja as taxas de
blastocisto, diminuiram de acordo com a dose aplicada, em todas as
concentragbes estudadas. Além disso, com a adigdo de 5 x 10°M, foi possivel
observar um aumento das taxas de apoptose, enquanto a taxa de
blastbmeros/embrido se reduziu (EL SHEIKH et al., 2019).

4.1.3. Murinos

Trés artigos avaliaram os efeitos dos inibidores da via PI3K/AKT/PTEN na

MIV de murinos. A partir deles, 10 experimentos foram extraidos (Tabela 6).
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Somente dois inibidores foram utilizados: LY (70%) e SH6 (30%). N&o foram

encontrados artigos que abordam analises pos-MIV.

Tabela 6. Lista de artigos e experimentos que avaliaram os efeitos da inibicdo da via
PI3K/AKT/PTEN durante a maturagao in vitro (MIV) sobre a retomada da meiose e/ou

progressao a metafase |l de murinos.

Referéncia

Inibidor

COC/ Dose (M) Exp/

Meio de MIV (fonte

Efeitos sobre*

DO Dur. (h) proteica e horménios) "Retomada Progress&o
Hoshino et al. LY COoC 10° 18 MB752/1; 5% FCS Negativo Negativo
2004 104 Negativo Negativo
10% MB752/1; 5% FCS; Hx Negativo Positivo
104 4 mM; 100 IU/L FSH Positivo Positivo
DO 10° 18 MB752/1; 5% FCS Negativo Negativo
104 Negativo Negativo
10% MB752/1; 5% FCS; Hx Negativo Positivo
104 4 mM; 10 UM FFMAS  Negativo Positivo
Liu et al. 2019 DO 5x10* 4 M2 Positivo -
103 Positivo -
Saskova et al. DO 10¢ 0,9 M16 Positivo -
2008 104 2 Positivo -
SH6 DO 5x10% 0,9 M16 Positivo -
5x10% 2 Positivo -
Liu et al. 2018 DO 106 4,5 M2 Negativo -
10% Positivo -
10+ Positivo -

*O efeito positivo foi categorizado quando, com a adi¢gao do inibidor, foi possivel observar
a inibicdo das taxas, enquanto o efeito negativo foi considerado quando n&o ha inibigao.
Abreviacbes: LY: LY294002; Wo: wortmannin; COC: complexo cumulus-odcito; DO:
o6citos desnudos; Exp/Dur: Tempo de exposi¢ao ao inibidor durante a MIV e duragao da
MIV; FCS: soro fetal bovino; FSH: horménio foliculo estimulante; Hx: hipoxantina;
FFMAS: esteroide ativador da meiose do fluido folicular.

O inibidor LY foi avaliado em sete experimentos. Destes, todos avaliaram a
retomada da meiose, porém somente quatro, a progressado. Os efeitos sobre a
taxa de GVBD foram caracterizados como positivos em 57% (4/7) dos
50%

concentragdes do inibidor adicionadas durante a MIV variaram de 10°a x 103 M.

experimentos. Ja sobre a progressdo a Mil, foram positivos. As
Os experimentos que cultivaram COCs analisaram os efeitos somente de 10 e
104 M, com adigdo de FSH e Hx (MIV induzida) ou ndo (MIV espontanea). Em
ambas as condigbes, a adicdo de 10 ndo foi capaz de inibir GVBD ou MII.
Entretanto, a suplementagédo de 10* M de LY inibiu tanto a retomada quanto a

progressao, quando induzida por FSH (HOSHINO et al., 2004). Quando a MIV é
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realizada em DOs, as concentragbes de 5 x 10* e 103 M resultaram na inibicao
da retomada da meiose (LIU et al., 2019), enquanto 10°M resultou em efeitos
negativos (HOSHINO et al., 2004). A suplementagdo de 104 M de LY durante a
MIV resultou em dados contrastantes (HOSHINO et al., 2004; SASKOVA et al.,
2008). Ja a respeito da progressdo da meiose, as concentragdes de 10° e 104 M
foram empregadas, apresentando efeitos positivos e negativos, dependendo da
suplementagdo do meio (HOSHINO et al., 2004).

Trés experimentos avaliaram a suplementacdo de SH6 na MIV e somente a
retomada da meiose foi avaliada, apresentando efeito positivo em todos. As
concentragdes utilizadas variaram de 10 a 10*M, somente estudadas em DOs.
Com excecgéo de 10° M, todas as outras concentragbes testadas (10%, 5e 1 x 10
e 10* M) resultaram na inibicdo de GVBD (LIU et al., 2018; SASKOVA et al.,
2008).
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5. DISCUSSAO

A via PISK/AKT/PTEN, de forma geral, parece nao regular a retomada e
progressdo da meiose em mamiferos de maneira homogénea. Foi possivel
observar que os resultados sdo dependentes majoritariamente da espécie
estudada, seguidos do inibidor empregado e componentes do meio de MIV. Em
sua maioria, os artigos incluidos nessa revisao sistematica objetivaram a inibigao
enzimatica completa para entendimento basico do papel da via sobre a MIV.
Entretanto, alguns exploraram estratégias para o bloqueio temporario ou atraso
da retomada, o que demonstrou o potencial da modulagdo durante a MIV para

melhoria da eficiéncia da produgao de blastocistos.

A via PI3BK/AKT/PTEN em suinos regula a expressao de genes relacionados
a proliferacéo e sobrevivéncia (JIAO et al., 2020; SHIMADA et al., 2003), atividade
mitocondrial e produgdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) (SHEN et al.,
2018), além de estar envolvida na expansao das CCs (JIAO et al., 2020; PARK et
al., 2011; PROCHAZKA et al., 2012; SHIMADA et al., 1998). A modulagéo da via
nao altera a viabilidade (PARK et al., 2011) e pode ser dependente da classe
morfolégica dos odcitos (SONG et al., 2018). O controle da retomada da meiose
nesta espécie ainda nao € bem definido, apresentando dados um pouco
diferentes para cada modulador empregado, provavelmente de acordo com a

molécula alvo de atuac&o de cada inibidor (Figura 1).

Com a suplementacéao dos inibidores 3MA e Wo ao meio de MIV de suinos,
foi possivel verificar que GVBD € dependente da via, agindo diretamente através
do odcito (PARK et al.,, 2011; SHIMADA et al., 1998; SONG et al., 2018).
Entretanto, com a adigdo de LY ao meio basico de MIV, a via parece nao ter papel
central para retomada da meiose (SHIMADA E TERADA, 1999). Porém, a adicao
do inibidor estimula GVBD (LI et al., 2008) e regula atividade de pAKT (SONG et
al., 2018), sendo dependente da ativagdo da via nas CCs, assim como a MIV
induzida por anfirregulina (PROCHAZKA et al., 2012). A MIV induzida por FSH
parece ser dependente da ativagao da via PISBK/AKT/PTEN (KALOUS et al., 2009;
SHIMADA et al., 2003), porém dados encontrados por PROCHAZKA et al. (2012)
divergem. E possivel hipotetizar que a adi¢do de soro fetal bovino (FCS) ao meio

de MIV estimula a ativagao da via ou que haja somente um atraso de GVBD nas
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primeiras 24h, se igualando ao final das 44h. A Hipoxantina (Hx) também é
relatada como um aditivo ao meio de MIV, sendo utilizada para manutencéao de
altos niveis de cAMP intraoocitarios (RAMOS LEAL et al., 2018). Entretanto, o uso
de Hx demonstrou promover a retomada da meiose com a adicdo de LY
(SHIMADA et al.,, 2003). DE SOUZA et al., (2018) constatou que o inibidor
estimulou a produgdo de progesterona, acarretando a retomada precoce da
meiose devido a perda das gap juctions, principalmente a conexina-43 (SHIMADA
et al.,1999). Ja com a adigdo de SH6, verificou-se que a retomada da meiose &
acelerada, mas ao fim da MIV, as taxas sao similares ao controle. Isto pode ter
ocorrido devido a uma inibicdo paralela de PKA, compensando a inibicado sobre
AKT (KALOUS et al., 2009). O controle da progressdo da meiose € altamente
regulado pela atividade de PISK/AKT/PTEN, uma vez que todos os moduladores
testados foram capazes de reduzir as taxas de MIl. Ainda neste sentido, KALOUS
et al., (2009) demonstrou a importancia de AKT para formagao do fuso meidtico,
ja que quando inibida, todos os odcitos apresentaram fuso aberrante, bloqueando

a transi¢cao MI/MII (Figura 3).
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Figura 3: Resumo das evidéncias da inibicdo da via fosfatidilinositol 3-
quinase/proteina quinase B/fosfatase e tensina homodloga (PISK/AKT/PTEN)
durante a maturacéo in vitro de oécitos suinos. Considerando a suplementacao de
inibidores diretos de PI3K e AKT, com ou sem adigdo de horménios e/ou fonte
proteica, no meio de maturagédo in vitro de suinos, bovinos e murinos e seus
efeitos na retomada e progressdo da meiose. Abreviaturas: COC: complexo
cumulus-odcito; DO: odcitos desnudos; FSH: horménio foliculo-estimulante; LY:
LY294002; FCS: soro fetal bovino; FFMAS: esterol ativador da meiose do fluido

folicular.
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Em bovinos, a via PI3K/AKT/PTEN atua sobre a proliferacdo e
sobrevivéncia, maturagao, atividade e distribuicdo das mitocondrias, producéo de
ROS (EL SHEIKH et al., 2019; TOMEK E SMILJAKOVIC, 2005). Além de regular
a esteroidogénese, apoptose e expressado de receptores de LH e FSH nas CCs
(DE SOUZA et al., 2018). A expansao das CCs parece estar atrelada a atividade
de AKT e nao de PI3K, ja que quando os inibidores LY e Wo foram adicionados,
nao foi possivel observar alteragao no padrao de expansao (ANAS et al., 1998).
Entretanto, quando SH6 foi adicionado, tanto os genes relacionados quanto a
expansao foram inibidos (EL SHEIKH et al., 2019). A modulagdo da via n&o
acarreta alteragdo da viabilidade dos odcitos (PEREIRA et al.,, 2020), nem na
cinética de GVBD (ANAS et al., 2000), demonstrando que a retomada parece nao
ser dependente de PI3K/AKT/PTEN. A inibicao de outras enzimas relacionadas a

via também foi avaliada, indicando que a modulagcdo nio altera a atividade da
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quinase ativada por mitdgeno — MAPK (ANAS et al., 2000; TOMEK E
SMILJAKOVIC, 2005). Entretanto, quando Wo foi adicionado, a quinase
dependente de ciclina (cdc2) manteve-se ativa, inibindo a transicdo MI/MII, sendo,
portanto, dependente da redugao da atividade dessa ciclina (ANAS et al., 2000).
O mesmo nao ocorre com a inibicdo da via por SH6, que nao alterou MPF
(TOMEK E SMILJAKOVIC, 2005). Ja a progresséao a MIl é dependente da
ativacdo da via, mesmo quando o tempo de exposicdo ao inibidor & baixo
(PEREIRA et al., 2020). Essa regulacédo parece ocorrer diretamente através do
oocito, uma vez que o cultivo tanto de COCs quanto de DOs apresenta dados
consoantes. A inibigao verificada com o uso de SH6 e Wo se mostrou reversivel
e, quando o tempo de MIV é estendido, as taxas de MIl sao similares ao controle
(PEREIRA et al., 2020; TOMEK E SMILJAKQVIC, 2005) (Figura 4).

Figura 4: Resumo das evidéncias da inibicdo da via fosfatidilinositol 3-
quinase/proteina quinase B/fosfatase e tensina homologa (PISK/AKT/PTEN)
durante a maturagao in vitro de odécitos bovinos. Considerando a suplementacgao
de inibidores diretos de PI3K e AKT, com ou sem adicao de hormdnios e/ou fonte
proteica e seus efeitos na retomada e progressao da meiose. Abreviaturas: COC:
complexo cumulus-odcito; DO: odcitos desnudos; FSH: horménio foliculo-
estimulante; LY: LY294002; FCS: soro fetal bovino; FFMAS: esterol ativador da

meiose do fluido folicular.
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A via PISK/AKT/PTEN em murinos parece apresentar alto controle sobre a
retomada da meiose em meio basico (LIU et al., 2018; LIU et al., 2019; SASKOVA
et al., 2008) e durante a MIV induzida por FSH (HOSHINO et al., 2004). Ja a MIV
induzida por FF-MAS em DOs demonstrou que a via € dependente das CCs
durante a retomada, mas para progressao, a via age diretamente sobre o odcito.
Entretanto, a MIV espontanea suplementada por FCS promove a retomada e
progressdo a MIl (HOSHINO et al., 2004), uma vez que o0 soro € composto por
moléculas, como EGF e insulina (ANAS et al., 1998), que sao promotores
eficientes da via PI3BK/AKT/PTEN (CECCONI et al., 2012). A expansao das CCs
parece ser regulada pela via durante a MIV induzida por FSH (HOSHINO et al.,
2004). Além disso, o uso de SH6 reduziu niveis de pAKT e levou ao padrao
aberrante de distribuicdo dessa quinase, cdc2 e alfa-tubulina no o6cito (HOSHINO
et al., 2004; LIU et al., 2018) (Figura 5).

Figura 5: Resumo das evidéncias da inibigdo da via fosfatidilinositol 3-
quinase/proteina quinase B/fosfatase e tensina homodloga (PI3K/AKT/PTEN)
durante a maturacéao in vitro de odcitos murinos. Considerando a suplementagao
de inibidores diretos de PI3K e AKT, com ou sem adicao de hormdnios e/ou fonte
proteica, no meio de maturacédo in vitro de suinos, bovinos e murinos e seus
efeitos na retomada e progressdo da meiose. Abreviaturas: COC: complexo
cumulus-odcito; DO: odcitos desnudos; FSH: hormonio foliculo-estimulante; LY:
LY294002; FCS: soro fetal bovino; FFMAS: esterol ativador da meiose do fluido

folicular.
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Uma grande barreira para a eficiéncia da PIVE ainda é decorrente da baixa
qualidade da MIV, uma vez que a retirada dos COCs do ambiente folicular
promove reducdo de nucleotideos ciclicos, retomando a meiose de forma
prematura, acarretando a dessincronizacdo das maturacbes nuclear e
citoplasmatica. Alguns moduladores como cilostamide, IBMX e forscolina ja foram
estudados a fim de manter os niveis de cAMP elevados, resultando em maior
producdo de blastocistos (RAMOS LEAL et al.,, 2018). Da mesma forma, a via
PI3K/AKT/PTEN possui grande potencial para melhoria da eficiéncia da PIVE
(PEREIRA et al.,, 2020), entretanto, ainda é pouco estudada para esse fim.
Estudos que focaram somente na reversibilidade da inibicdo, demonstraram que a
adicdo do modulador no inicio da maturacdo, seguido de MIV em meio sem
inibidor, iguala as taxas de MIl ao controle (PARK et al., 2011; SHIMADA et al.,
1998; TOMEK E SMILJAKOVIC, 2005), com excegdo de SONG et al. (2018).
Essa unica diferenga parece ser dependente da concentragao utilizada de Wo (10
5 — 5 x 10% M), que provavelmente acarreta a inibigdo irreversivel de todas as
classes de PI3K, que né&o foi verificada em PEREIRA et al., (2020), que ao

adicionar 2 x 10® M, reduziu a atividade da PI3K em 30%, de forma reversivel.

O papel da via PI3K/AKT/PTEN durante a MIV se torna mais explicito
quando os impactos de sua inibicdo sdo visualizados sobre a producédo de
blastocistos. A maioria dos artigos demonstra que a inibicdo direta da via acarreta
menor eficiéncia da CIV. As excec¢des sdo PARK et al. (2011) e PEREIRA et al.
(2020), que objetivaram o bloqueio temporario da retomada e reducdo da
atividade da PI3K, respectivamente, resultando em taxas iguais e até superiores
ao controle. Isso ressalta o potencial da modulagao da via para sincronizagao das
maturagdes nuclear e citoplasmatica (PEREIRA et al., 2020; SHIMADA et al,,
1998), reduzindo, portanto, os efeitos negativos da remogdo dos COCs do
ambiente folicular, sendo uma possivel estratégia para melhoria da eficiéncia
geral da PIVE.

Figura 6: Resumo das evidéncias debatidas nos artigos incluidos da reviséo
sistematica sobre a modulacao da via fosfatidilinositol 3-quinase/proteina quinase

B/fosfatase e tensina homdloga (PISK/AKT/PTEN) durante a maturagao in vitro de
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oo6citos de mamiferos. Considerando a suplementacao de inibidores diretos de
PI3K e AKT, com ou sem adicdo de horménios e/ou fonte proteica, no meio de
maturacgdo in vitro de suinos, bovinos e murinos e seus efeitos na retomada e
progressado da meiose. Abreviaturas: COC: complexo cumulus-odécito; DO: oécitos
desnudos; FSH: hormoénio foliculo-estimulante; Wo: wortmannin; LY: LY294002;
3MA: 3-metiladenina EGF: fator de crescimento epidérmico; FCS: soro fetal

bovino; ECG: gonadotrofina coridnica equina; HCG: gonadotrofina coridnica

humana; Hx: hipoxantina; AREG: anfirregulina; FFMAS: esterol ativador da
meiose do fluido folicular.
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Uma importante limitagao desta revisao se da pela fonte do odcito, que, com
excegao de estudos em murinos, que geralmente possuem informagdes sobre o
animal e um ambiente controlado, em bovinos e suinos os o006citos sao
provenientes de abatedouro, portanto, ndo ha controle de cada individuo, sua
alimentacao, idade ou saude. Além disso, como a revisdo baseou-se unicamente
na anadlise estatistica de cada artigo, ndo foi possivel inferir outras informacgoes,

como por exemplo inibicdo de GVBD quando somente eram apresentados dados
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de MII ou o contrario. Somado a isto, as diferentes condi¢gdes de cultivo em cada
artigo dificultam o a extrapolacdo do real papel do inibidor. Contudo, apesar
dessas limitagdes, as informacgdes extraidas dos estudos possibilitam o melhor

entendimento geral sobre a via dentre as espécies de mamiferos.

6. CONSIDERAGOES FINAIS

6.1. CONCLUSOES

A via PI3K/AKT/PTEN tem papel crucial para proliferagdo, sobrevivéncia,
formacao do fuso meidtico, distribuicdo de proteinas pelo citoplasma, regulagao
da atividade mitocondrial, producéo de ROS e expansao das CCs. Entretanto, ndo
regula a retomada e progressdo da meiose da mesma forma nos diferentes
grupos de mamiferos. Em suinos, a progressdao a MIl é altamente regulada pela
via, porém, GVBD apresenta controle diferenciado dependendo do inibidor. Em
bovinos, a retomada € independente e a progressao, dependente da atividade de
PI3BK/AKT/PTEN. Ja em murinos, a via controla a retomada se ndo ha
suplementacdo de ativadores da via, enquanto a progressao é independente da
via quando nao induzida por gonadotrofinas. Além disso, reduzir a atividade da via
ou inibir temporariamente a meiose durante a MIV podem ser estratégias para

aumentar a eficiéncia da producao de blastocistos.
6.2. PERSPECTIVAS

Ainda é necessario que mais estudos analisem o papel da via sobre a
retomada da meiose em mamiferos, pois grande parte dos estudos ainda sao
contrastantes e se confundem dependendo da composicdo do meio de MIV.
Portanto, é preciso que sejam entendidos os efeitos desses componentes e os
possiveis efeitos sinérgicos ou antagonistas deles sobre a adigdo dos
moduladores. Além disso, sdo poucos grupos que seguem até a producido de
blastocisto e que avaliam a qualidade destes, sendo necessarios mais estudos

para melhor aprofundamento no tema.

Uma vez melhor entendidos os mecanismos que regulam a retomada e

progressao da meiose, possivelmente sera possivel tracar um padréo de atuacao
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da via em mamiferos e entender as particularidades dos grupos de mamiferos,
podendo proporcionar a expansao do conhecimento a outras espécies. Assim, a
modulagdo da via PI3K/AKT/PTEN pode ser uma poderosa ferramenta para
melhor sincronizacdo das maturagdes e consequente maior eficiéncia da
produgao de blastocistos, sendo uma possivel estratégia para o aumento da
fertiidade em casais e conservacdo de animais ameacados de extincdo e a

maximizag&o da produg¢ao de embrides para o agronegocio.
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