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Resumo

A PIVE (Producdo in vitro de embrides), é uma ferramenta de reproducéo assistida que
possibilita contato do espermatozoide e ovocito fora do sistema reprodutor de uma fémea,
permitindo formacdo de um novo individuo. Os ovécitos foram obtidos de glandulas do
aparelho reprodutor de fémeas bovinas abatidas, 0 método de selecdo utilizando o azul de cresil
brilhante (Brillant Cresyl Blue-BCB) aponta células eficazes para uso, ja que reagiu a baixa
atividade da enzima glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH), a acdo dessa enzima é um forte
marcador preditivo de competéncia, o reagente corou as células sem danifica-las. Portanto, este
trabalho teve por objetivo fazer uso desta técnica ndo invasiva, afim de selecionar células
competentes de ovocitos bovinos. Para o experimento, foram coletados ovarios de fémeas
bovinas de abatedouro e os foliculos de diferentes didametros (3-8 mm) foram aspirados
separadamente para obtengdo dos ovacitos. Estes foram classificados morfologicamente como
graus I e Il foram incubados em solugéo de 26 uM de BCB, por 90 minutos em estufa de cultivo
celular. Apos serem avaliados como BCB+ (alto ++ e moderado + presenca de coloragédo
azulada) e BCB- (auséncia de coloracdo azulada) foram distribuidos para a maturacgao in vitro
e para producdo in vitro de embrides. Resultando em 20 COCs para controle, (33,3) 19 (31,6%)

complexos cumulus-ovocito (COCs) alto ++, 14 (23,3%) moderados + e 7 (11,6%) néo



reagente. Concluindo assim que com amostras de qualidade, o método é confirmatorio
selecionando células competentes, garantindo uma seguranca para selecionar COCs com
grandes chances de sucesso para suportar as fases de maturacao, fertilizacdo e clivagem in vitro.

Palavras-chaves: Fertilizacdo. Ovérios. Reagente. Reproducéo.

Abstract

The PIVE (In Vitro Embryo Production) is an assisted reproduction tool that allows contact
between the sperm and the ovum outside the reproductive system of a female, allowing the
formation of a new individual. The oocytes were obtained from glands of the reproductive
system of slaughtered bovine females, the selection method using brilliant cresyl blue (Brillant
Cresyl Blue-BCB) indicates effective cells for use, since it reacted to the low activity of the
enzyme glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PDH), the action of this enzyme is a strong
predictive marker of competence, the reagent stained the cells without damaging them.
Therefore, this work aimed to make use of this non-invasive technique, in order to select
competent cells from bovine oocytes. For the experiment, ovaries of female slaughterhouse
bovines were collected and follicles of different diameters (3-8 mm) were aspirated separately
to obtain oocytes. These were morphologically classified as grades | and Il and were incubated
ina 26 uM BCB solution for 90 minutes in a cell culture oven. After being evaluated as BCB+
(high ++ and moderate + presence of bluish coloration) and BCB- (absence of bluish coloration)
they were distributed for in vitro maturation and for in vitro production of embryos. Resulting
in 20 COCs for control, (33.3) 19 (31.6%) cumulus-oocyte complexes (COCs) high ++, 14
(23.3%) moderate + and 7 (11.6%) non-reagent. Concluding that with quality samples, the
method is confirmatory selecting competent cells, ensuring safety to select COCs with high
chances of success to support the maturation, fertilization and in vitro cleavage phases.

Keywords: Fertilization. Ovaries. Reagent. Reproduction.Keywords: Fertilization. Ovaries.
Reagent. Reproduction.

1 INTRODUCAO

Com a expansdo gradativa da pecuaria mundial, houve uma exigéncia tanto no mercado
interno quanto externo, tornando muito importante a utilizacdo de tecnologias no mercado
agropecuario, visando melhorias na qualidade do que é produzido (Inforzato et al., 2008). Slade
et al. (2014), afirma que a implantacdo de biotécnicas reprodutivas no pais tem sido meios
inovadores, pois tem se mostrado significativo a importancia para que ocorra 0 avango da
pecudria interna, sendo a forma mais rapida e pratica de melhorar a produtividade e qualidade
de um rebanho. Com as biotécnicas é possivel uma melhor expansdo de mercado, de mais facil

acesso, principalmente na selecdo de materiais genéticos de alta qualidade, assim trazendo



melhorias para a genética animal cada vez mais agregando lucros, qualidade e competitividade
de mercado, fazendo com que o Brasil seja 0 maior produtor e exportador de carne e materiais
genéticos, como embrides fertilizados in vitro.

Com a demanda crescente para se obter produtos de qualidade técnicas tém sido
desenvolvidas em laboratorios, buscando meios de selecionar gametas sem alterar sua
funcionalidade, além de tentar manté-los fora de seu ambiente fisiol6gico, destacando assim a
producdo in vitro de embrides bovinos (PIVE), uma biotecnologia que auxilia nesse
crescimento mercantil. A maturacdo, a fertilizacdo e o cultivo in vitro sdo etapas do método de
reproducdo assistida, que consiste em coletar ovécitos da fémea animal, fertilizando-os com
sémen no laboratério, seguido de um processo que acompanha até o desenvolvimento
embrionario que apds alguns dias podera ser transferido para o Gtero fémeas receptoras.
(Guimaraes, 2013).

No ambiente fisioldgico normalmente ocorre uma série de mudancas elementares sob o
efeito de hormdnios como o FSH (horménio foliculo estimulante) que atua juntamente com o
LH (horménio luteinizante) com o objetivo de que na fase final haja crescimento folicular
completando a maturacdo citoplasméatica para assim suportar as fases iniciais de
desenvolvimento embrionario (Hafez e Hafez, 2004).

Sendo assim a PIVE simula o que ocorre no ambiente in vivo, para desenvolver ovocitos
ndo maturados, através de hormdnios, temperatura e tensdo de oxigénio, células que foram
retirados antecipadamente do ambiente folicular e ndo estdo totalmente competentes ou prontas
para serem fecundados (Jee et al, 2009). Para contribuir com a separacdo de células
competentes, usa-se o corante azul de cresil brilhante (BCB) como ferramenta de sele¢éo, néo
deteriorando o0s ovdcitos nesse processo, visualizando quais tém possibilidade de gerar
embrides de qualidade apo6s passarem pelas etapas de maturacdo, fertilizacdo e clivagem in
vitro.

O reagente seleciona ovdcitos maturados, através da acdo de uma enzima, conhecida
por glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) (Guimardes, 2017). Os ovocitos desenvolvidos
tém uma atividade baixa desta enzima permitindo assim que sejam corados em azul. Em células
imaturas seu efeito é contrario pela grande atividade da enzima presente nas células em
desenvolvimento, fazendo com que fiquem incolor mediante ao corante (Queiroz Neta, L.B. et
al, 2019).



2 MATERIAIS E METODOS

Ovaérios foram coletados em abatedouros locais de fémeas mesticas (Bos indicus x Bos
taurus), imediatamente ap0s o abate e transportados em solucdo salina 0,9% (NaCl),
suplementada com antibioticos (estreptomicina - 100ug/mL e penicilina G - 100 Ul/mL) a
temperatura de 35-36°C. Chegando ao laboratério foi importante observar o tempo de coleta
dos ovarios desde o0 abatedouro até o momento da aspiracdo dos foliculos para ndo exceder o
tempo limite de 4 horas. Os complexos cumulus ovdcitos (CCOs) foram aspirados de foliculos
de 3-8 mm de didmetro com auxilio de seringa de 10 mL acoplada com agulha descartavel de
calibre 18G.

O material aspirado foi depositado em tubos plasticos de 15 mL e apos a sedimentacdo
do mesmo foi retirado 10 mL do liquido folicular sobrenadante, que foi centrifugado por 5
minutos a 37°C e a 700g e utilizado para procura e sele¢cdo dos CCOs. O sedimento contendo
o0s ovocitos foi transferido para placas estéreis de poliestireno de 96 mm de diametro contendo
liquido folicular e avaliado em lupa estereoscépica. Os ovocitos cumulus compactos possuindo
pelo menos quatro camadas de células e com citoplasma homogéneo, foram classificados em
graus dos 60 COCs graus | e 11 foram separados em dois grupos, grupo controle (C - 20 CCOs),
ndo submetidos a coloracdo BCB e grupo tratado com a coloragdo BCB (BCB — 40 CCOs) onde
foram co-incubados em solugdo a 26uM de azul de cresil brilhante (BCB) preservado em gotas
separadas, incubados por 90 minutos a uma temperatura de 37°C. (Tabela I)

Posteriormente ao tempo de incubacdo, os ovocitos do grupo BCB foram avaliados em
lupa esteromicroscopica e categorizados como BCB + moderado; BCB++ alto para as células
coradas em azul e BCB-, ndo reagente. Estas estruturas foram lavadas em 20uM de DPBS
(Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline) e posteriormente foram separados em cada grupo

experimental e submetidos & MIV por 24 horas.

Tabela I - Esquema basico de coloracdo com Azul de Cresil Brilhante

Classificacéo de

Ovacitos Tempo e Temperatura submetidos ao corante
) BCB ++
20 Controle 90 minutos BCB+
40 BCB 37°C BCB -

Fonte: Lima, J.
Ap0s a selecdo os ovocitos BCB foram usados na etapa de M1V, os complexos cimulos-
ovocitos foram levados para a maturacdo durante o periodo de 18 a 24 horas, em uma

temperatura variando de 37° a 39°C em atmosfera de 5% de CO, em ar e umidade saturada.



Depois da maturagéo, ocorreu a realizagdo da etapa consecutiva de Fecundagéo in vitro (FIV),
que se constituiu em preparar e selecionar espermatozoides e co-incubar 0s gametas, a
separacao dos espermatozoides viaveis.

Portanto 0 ambiente teve de proporcionar o correto funcionamento metabolico entre
ovocitos e células do cumulos e manutencdo da célula espermética além de realizar a
capacitacdo espermatica. O meio utilizado nesta etapa foi 0 TALP-FERT (Tyrode-albumina-
lactato-piruvato), onde foi adicionado um agente capacitante, como a heparina, que é um
glicosaminoglicano que atuou na capacitacdo espermatica. O co-cultivo de espermatozoides e
ovacitos decorreu em um periodo de aproximadamente 18 horas, a uma temperatura de 38,5°C
e 5% de CO, em ar e umidade saturada.

O dia da inseminacéo foi considerado como DO (Dia 0). Os possiveis zigotos foram
cultivados in vitro (CIV) em incubadora e em meio de cultivo elaborado de forma a mimetizar
a composicado de fluidos uterinos, como o fluido sintético de oviduto (SOFaaci), como meio de
predilecdo. Os possiveis zigotos foram gentilmente pipetados para a remocao das células do
cumulos, lavados duas vezes incubados em estufa a 38,5°C e com 5% de CO, em ar. Os
embrides foram avaliados em D2 para avaliacdo da clivagem e em D6, D7 e D8 pds-

inseminagdo (p.i.) para a produgdo de blastocitos.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

A avaliacdo da coloracdo com BCB, em ovdcitos provenientes de foliculos com 3-8 mm
de diametros tiveram maior (p<0,05) percentual de ovécitos BCB ++ positivo alto 19 (31,6%)
e moderado + 14 (23,3%), e uma taxa inferior de ovocitos BCB - ndo reagentes 7 (11,6%).
Infere-se que este resultado esta em concordancia com o que se espera dos foliculos utilizados
3-8mm (Gréfico 1), pois pode ser um indicio que houve menor atividade da enzima G6PDH
nestas estruturas, inferindo que esta categoria folicular esta na fase final de desenvolvimento.
Mota, (2008) relata que a taxa para a selecdo de ovicitos exposto ao corante que obtiveram a
cor azul do corante sdo altas para desenvolver um embrido de qualidade. Os resultados foram
favoraveis para Arroyo (2008), que obteve em seu trabalho experimental os seguintes
resultados: BCBC + 54% e em seu BCB- 46%. Suas amostras foram expostas ao BCB por 60
minutos um tempo diferente deste trabalho, porém a concentragdo de 26uM de azul de cresil
brilhante foi a mesma, seu trabalho também foi desenvolvido em uma placa Nunc, sob placas
aquecedoras a 37°C, diferentemente deste trabalho atual que foi incubado para adquirirem

competéncia. Os ovocitos foram submetidos a TMC-199 uma solugdo tamp&o com bicarbonato



e L-glutamina, sendo suplementada com soro fetal bovino, piruvato de sédio, sulfato de
gentamicina, LH, FSH e estradiol. Sendo incubada em estufa a 38°C, 5% de CO2 em ar

atmosférico e 95% de umidade por um dia.

Graéfico I- Quantidade de Ovacitos na avaliacdo da coloracdo BCB de CCOS obtidos de
foliculos 3-8 mm

= Controle = BCB ++ alto = BCB + moderado = BCB - ndo reagente

Fonte: Lima, J.

Apos ser avaliando os numeros dos ovécitos depois de serem corados pelo BCB, 0s
valores seguintes obtidos foram da etapa FIV, onde pode ser observado a taxa de blastocistos e
de células destes embribes conseguindo os seguintes, sendo que a taxa percentual esta dentro
do esperado, as células de controle (ovécitos selecionados pela morfologia) produziram 7
embrides (35%). Comparando com o BCB++ alto que gerou 11 embrides (39%), observa-se
que os corados apresentam um percentual maior. O BCB+ moderado, originou 6 embrides
(33%). Mantendo-se préximo ao resultado do grupo controle, mostrando que o uso do corante
junto a observacdo morfologica, juntos complementam a técnica de selecdo, diminuindo as
chances de erros. O BCB- ndo reagente também tem possibilidade de gerar embrifes, mesmo

que minimas, com esta experiéncia tivemos 1 (14,3%) (Tabela II).



Tabela Il - Avaliacdo de Blastocistos em comparativo com a selecdo de Azul de cresil
brilhante.

. Taxa de (N.
Numeros de Contagem de
EEe COCs totaIO/_o) células %média)

Blastocisto

Controle 3-8mm 20 7 (35%) 115,5

BCB ++ (alto) 19 11 (57,8%) 130,5

BCB + (moderado) 14 6 (42,8%) 136,6

BB~ ([ 7 1 (14,2%) 157
reagente)

Fonte: Lima, J.

Ericsson et al. (1993) utilizara pela primeira vez o corante BCB como um método de
selecdo ovocitaria em suinos, contatando que o método pode ser utilizado em células
reprodutivas de outros animais. O Trabalho de Salviano (2015) aponta presencga de ovécitos
BCB- durante a MIV que alega que houve a possibilidade de ter sido afetada o desenvolvimento
embrionario de Ovdcitos BCB+. Seus resultados sugerem que o teste BCB é uma ferramenta
eficiente para selecionar ovocitos competentes e que pode ser usado para aumentar 0 nUmero
de blastocistos produzidos por PIV, para apresentar separadamente ovicitos BCB+ e BCB- para
MIV e para evitar interacfes in vitro entre competentes e ndo competentes ovacitos, os valores
estdo bem proximos comparado a este trabalho que obteve que apresenta porcentagens
favoraveis de 57,8 % de BCB alto++, além do valor de BCB+ moderado de 42,8% e somente
14,2% BCB-. Selecionando ovaocitos totalmente corados pelo BCB e os BCB moderados
também sendo submetidos a MIV, aumenta as taxas de blastocistos. Alm et al. (2005)
confirmaram que embrides originados de ovdcitos corados BCB++ ¢ BCB+ tem o nimero
maior de células, que os BCB- ndo reagentes, garantindo a seguranca do método para a selecdo

de ovdcitos competentes, trazendo uma taxa numérica positiva de blastocistos.

4 CONCLUSAO

Conclui-se que foi obtido sucesso nesse experimento, confirmando a eficiéncia e
praticidade para selecdo de ovocitos, facilitando a separacéo por grupos, auxiliando assim, no
procedimento eficaz para cada célula pertencente em seu grupo determinando. Além disto, que
para um bom desenvolvimento de embriGes na producédo in vitro, necessita de ovocitos de

qualidade. Empregando uma técnica bem-feita que garante, os nimeros apontados e a



aplicabilidade do método sendo segura e confiavel. Afim que selecionar com o corante azul de
cresil brilhante, minimiza a possibilidade de erros na selecdo somente por morfologia, trazendo
vantagem também, para que ndo haja possibilidade de aberracdes ou inser¢des mutagénicas, de

forma a impactar no desenvolvimento embrionario
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