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RESUMO

As condi¢des de cultivo in vitro e a competéncia oocitaria sdo os principais
fatores relacionados aos baixos resultados da producao in vitro de embrides.
Desta forma este trabalho teve por objetivo avaliar a taxa de producéo
embrionaria in vitro, a partir de o6citos bovinos selecionados por coloragdo com
Azul Cresil Brilhante (ACB) ou Azul de Tripan (AT), maturados em meio
suplementado com Insulina e/ou IGF |. Os ovarios foram obtidos de abatedouro
e 0s oocitos recuperados por aspiragao folicular com auxilio de seringa e
agulha. Selecionou-se, sob estereomicroscépio, os odécitos graus | e Il para
coloragdo, por ACB a 26 uM (SIGMA®) por 60 minutos ou AT a 0,16%
(VETEC®) por 10 minutos, a 38,5°C, 5% CO,, 90% de umidade. Apéds a
coloragdo os oécitos foram lavados 3 vezes em DMPBS (NUTRICELL®) para
classificacao e separacdao em corados (ACB+ ou AT+) e nao corados (ACB- ou
AT-). Apenas os oécitos ACB+, AT+ e AT- foram submetidos as etapas
subsequentes de maturagéo in vitro em meios sem suplementagéo (controle),
suplementado com IGF | (10 ng/ mL), suplementado com insulina 12 Ul/ mL ou
suplementado com IGF | (10 ng/ mL) e Insulina (12 Ul/ mL), fecundagéo in vitro
e cultivo in vitro. No D8 do cultivo os o6citos foram avaliados quanto, producao
e qualidade dos blastocistos, de acordo com a coloracdo e o meio de
maturacdo. Quanto aos odcitos ACB+, observou-se que nao houve diferenca
estatistica em relacdo as taxas de clivagem, producdo e qualidade dos
blastocistos com a suplementacdo do meio de maturacdo. Tanto os odcitos
AT+, quanto os AT- apresentaram bom desenvolvimento embrionario, em torno
de 71% (AT+) e 89% (AT-) o que indica que o AT ndo é uma ferramenta muito
eficiente de auxilio a selecdo. Quanto ao meio de maturacao utilizado pelos
oocitos submetidos ao AT, notou-se que a suplementacdo com insulina
proporcionou melhores resultados quanto a taxa de producao de blastocistos e
a qualidade destes. Concluindo, desta forma, que o ACB é um corante eficaz
no auxilio a selecao de odcitos mais competentes, e que a suplementacéo do
meio de maturagdo com insulina ou IGF | melhora as taxas de producao e
qualidade dos blastocistos, porém em oécitos ja4 selecionados quanto a
capacidade de desenvolvimento oocitario, esse aumento ndo é significativo.

Palavras—Chave: Azul Cresil Brilhante, Azul de Tripan, IGF |, Insulina, Selecao
oocitaria

! Dissertagdo de Mestrado em Ciéncia Animal — Reproducdo Animal, Curso de
Medicina Veterinaria da Universidade Estadual do Maranhdo, MA, (56p.) Maio
2013.
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ABSTRACT

Culture conditions in vitro and oocyte competence are the major factors related
to embryonic in vitro production low results. Therefore, this study aimed to
evaluate in vitro embryo production rates of bovine oocytes selected with
Brilliant Cresyl Blue (BCB) or Trypan Blue (TB), matured in supplemented
medium with insulin and / or IGF I. Ovaries were obtained from abattoir and the
oocytes were collected by follicular aspiration using syringe and needles. Grade
| and Il oocytes were selected under stereomicroscope and stained with BCB
(SIGMA®) for 60 minutes at 26 pM or for 10 minutes using TB at 0.16%
(VETEC®), at 38,5 °C, 5% CO», 90% humidity. After staining, oocytes were
washed 3 times with DMPBS (NUTRICELL®) and separated in stained (BCB+
or TB+) or unstained (BCB- or TB-). Only BCB+, TB+ and TB- oocytes
underwent for subsequent steps of in vitro maturation in medium without
supplementation (control group), supplemented with IGF | (10 ng/ mL),
supplemented with insulin (12 1U/ mL) and supplemented with IGF | (10 ng /
mL) and insulin (12 1U/ mL), in vitro fertilization and in vitro culture. At D8,
oocytes were evaluated for cleavage, yield and quality of blastocysts, according
to the stain and maturation medium. As for BCB+ oocytes, we observed that
there was no statistical difference in production and quality rates of blastocysts
with supplemented maturation medium. TB+ and TB- oocytes showed good
embryo development, around 71% (TB+) e 89% (TB-) indicating that TB is not a
very efficient tool for oocyte selection. Regarding maturation medium used for
oocytes undergoing TB, it was noted that supplementation with insulin provided
better results as the production rate and quality of these blastocysts. We can
conclude that BCB is an effective dye for the selection of the most competent
oocytes, and that insulin or IGF | supplemented maturation medium improves
quality and production rate of blastocysts, but in oocytes that had already been
selected for development ability, this increase is not significant.

Key Words: Brilliant Cresyl Blue, IGF |, Insulin, Oocyte selection, Trypan Blue
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1. INTRODUCAO

Os bovinos estdo entre as espécies domeésticas cujas fémeas sao
consideradas predominantemente monovulatérias, ou seja, somente um
foliculo chega a ovular ao final de cada ciclo estral (FORTUNE, 1994). Desta
forma, a producéo in vitro de embrides (PIVE) tem sido utilizada para reduzir o
intervalo entre geracdes e aumentar a intensidade de selecdo (CORDOVA et
al., 2011). Porém, apenas 40% dos odécitos maturados in vitro atingem o
estagio de blastocisto, contra 80% dos odécitos ovulados na produgéo in vivo de
embrides bovinos (LONERGAN e FAIR, 2008). Parte destes resultados deve-
se a falta de sistemas de cultivo, in vitro, de o6citos e embrides que mimetizem
todas as condic¢des fisiologicas in vivo e de meios de cultivo que possuam
todos os constituintes necessarios para a maturagédo, fecundacao e cultivo
embrionario (FEUGANG et al., 2009).

Acredita-se que ocorra uma falha dos oécitos em alcangcarem uma
adequada maturacao citoplasmatica nas condigdes in vitro, particularmente na
reorganizacdo das organelas citoplasmaticas e inicio da sintese de varias
proteinas importantes para o desenvolvimento do futuro embrido (SUZUKI et
al., 2003).

Outro fator importante é a qualidade dos odcitos selecionados, pois
segundo Fatehi et al. (2005), a presenca das células do cumulus é benéfica
para a obtencdo de embridbes apds a fecundacao in vitro (FIV), visto que
oocitos desnudos tém baixa taxa de clivagem. Estudos mostram que ndo ha
maturagdo, ou esta ocorre em menor escala, quando as células do cumulus
s&o removidas antes dos odcitos serem maturados in vitro (GONCALVES et al.,
2002).

Apesar da qualidade do odcito estar diretamente relacionada a
quantidade de células do cumulus e ao grau de compactagdo destas
(MADISON et al., 1992), os baixos resultados da técnica de PIVE podem ser
justificados pela baixa qualidade dos odcitos que sado selecionados para a
maturacao in vitro (MIV), visto que os critérios morfoldgicos utilizados sé&o
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subjetivos e podem apresentar relativa variagdo quanto a real capacidade de
desenvolvimento dessas células (DE LOOS et al., 1992).

Assim, as condig¢des de cultivo in vitro e a competéncia oocitéria sédo
seguramente os dois principais fatores relacionados aos baixos resultados da
PIVE (RUSSEL et al., 2006; CAMARGO et al., 2006). Por essa razéo, além dos
critérios morfologicos de avaliagdo dos COCs (Complexos cumulus oophorus),
a busca por critérios moleculares também tem ganho espago nas pesquisas
nos ultimos anos (WANG e SUN, 2007).

Visto o exposto, estudos que visem a melhor selecido dos odcitos
submetidos a PIVE, assim como um incremento no indice de embrides
produzidos sao de grande interesse tanto no ambito das pesquisas, como no

ambito comercial.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 OOGENESE E FOLICULOGENESE

A formagédo dos gametas femininos em bovinos ocorre durante o
periodo embrionario, proximo aos 40 dias de gestacao (RUSSE, 1983). No
embrido, as células germinativas primordiais, localizadas na parede do saco
vitelinico, migram para as gbnadas em desenvolvimento, perdem suas
caracteristicas de motilidade e sofrem extensiva proliferacdo celular e
redistribuicdo das organelas citoplasmaticas transformando-se em oogbnias
(SADEU et al., 2006).

Conforme Van den Hurk e Zhao (2005), o odcito primario passa
pelas fases de leptéteno, zigbteno e paquiteno e para em dipléteno da préfase |
da meiose |, na qual permanece retido durante todo o periodo de
desenvolvimento folicular.

A foliculogénese bovina é um processo continuo de crescimento e
atresia dos foliculos ovarianos que se inicia na vida fetal, passa pela puberdade
e continua na vida reprodutiva até a senilidade (NILSSON et al., 2001). Em
ruminantes e primatas, ainda durante a vida fetal, logo apés a formacéao do
odcito, ocorre a formagéo do foliculo. Cada foliculo tem seu proprio ambiente
enddcrino individual dentro do ovario, levando a progressdao do
desenvolvimento folicular e seu crescimento de modo assincrénico (FORTUNE
et al., 2000).

A medida que o foliculo cresce e o antro é formado, as células da
granulosa se separam em dois subtipos: células do cumulus, intima e
metabolicamente ligadas ao odcito, e células murais, que formam a parede do
foliculo (GILCHRIST et al., 2004).

O odcito circundado pelas células da granulosa desenvolve uma
forte associacdo interdependente com essas células durante a foliculogénese
através de juncbes do tipo gap, onde destas células provém fatores de
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crescimento, nutrientes e outros fatores ainda nao identificados que influenciam
no crescimento e na maturacao do oécito (FAGBOHUN e DOWNS, 1991).

2.2 SELEGCAO MORFOLOGICA DOS COCs PARA PIVE

A selecédo dos odcitos imaturos de mamiferos para utilizacdo na
fecundacao in vitro é realizada rotineiramente pela visualizacdo de aspectos
morfolégicos, como a quantidade de camadas de células do cumulus, grau de
compactacao destas e homogeneidade do ooplasma (GORDON, 2003).

Segundo Vassena et al. (2003), a qualidade do oécito € de suma
importancia nas tecnologias de reproducéo assistida. A presenca das células
do cumulus é benéfica para a obtencdo de embrides ap6s a FIV, pois odcitos
desnudos tém baixa taxa de clivagem (FATEHI et al., 2005). Estudos mostram
que nao ha maturagéo, ou esta ocorre em menor escala, quando as células do
cumulus sao removidas antes dos odécitos serem maturados in vitro
(GONGCALVES et al., 2002).

Dentre as varias classificacbes utilizadas para estabelecer a
qualidade dos oécitos, uma das mais utilizadas é a de Lonergan (1992), que
classificou os complexos cumulus oophorus (COCs) em 5 grupos de qualidade,
de acordo com os aspectos morfolégicos: Grau | - apresentam mais de trés
camadas de células do cumulus compactas; Grau Il - apresentam menos de
trés camadas de células do cumulus compactas rodeando completamente o
oocito; Grau Il - apresentam apenas uma camada de células do cumulus;
Desnudo - auséncia de camada de células do cumulus e, Atrésicos -
possuem células do cumulus em regressao celular.

Tradicionalmente, o0s parametros  morfolégicos como a
homogeneidade do ooplasma, nUmero de camadas de células do cumulus, e
compactacado destas camadas celulares sado utilizadas como critérios para
predizer a competéncia do odécito em se desenvolver (EBNER et al., 2003).
Entretanto, a acuracia desta selecao € subjetiva, apresentando variacoes de
acordo com o avaliador (WANG e SUN, 2007).
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Além disso, 0 06cito bovino apresenta um ooplasma escuro o0 que
dificulta essa avaliagdo quanto a presenga de granulagdes e vacuolos (BORINI
et al., 2005). Neste sentido é crescente a busca por métodos de selecdo que

sejam mais precisos e nao invasivos.

2.3GLICOSE-6-FOSFATO DESIDROGENASE

A glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) é uma enzima na via da
pentose fosfato (PPP) que desempenha um papel no fornecimento de energia
as células por meio da manutencao do nivel de Nicotinamida adenosina
dinucleotideo fosfato oxidase (NADPH), que é um transportador de energia
quimica na forma de poder redutor (MANGIA e EPSTEIN, 1975; LEHNINGER
et al., 1995).

A G6PDH é sintetizada durante a oogénese quando os odcitos se
encontram em sua fase de crescimento, demonstrando desta forma sua
importancia na capacidade de desenvolvimento oocitéria, esta enzima tambéem
esta envolvida na geracao de ribose-5-fosfato e NADPH, pela via das pentoses
fosfato, assumindo um importante papel numa grande variedade de processos
celulares, tais como a redugdo da glutationa intracelular, e sintese de
nucleotideos (PAWLAK et al., 2011).

O odécito metaboliza glicose através da glicélise, da PPP e do ciclo
de Krebs. A glicélise contribui com a producédo de ATP e disponibiliza piruvato e
NADPH para oxidagéo. Por outro lado, a PPP n&o gera ATP, mas sim NADPH
e ribose para a sintese de RNA e DNA, importantes para a adequada
maturacao nuclear e citoplasmatica (KRISHER et al., 2007).

Os odcitos bovinos possuem atividade relativamente elevada da
G6PDH (enzima limitante da etapa oxidativa) quando associadas as células do
cumulus (CETICA et al.,, 2002), sugerindo uma atividade potencial mais
elevada da PPP nos COCs em comparacdo com as células do cumulus
individuais.

A via da pentose fosfatase pode ser dividida em dois estagios,
oxidativo e ndo oxidativo, e a glicose pode entrar no PPP em qualquer
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fase. A oxidacao da glicose-6-fosfato para 6-fosfogliconolactona por acéo da
G6PDH resulta na producao de NADPH e frutose-6-fosfato, que pode
também ser utilizada através do braco nao-oxidativo da PPP
pela acao da transcetolase (SUTTON-MCDOWALL et al., 2010).

Os produtos da PPP incluem NADPH, o qual é utilizado para a
integridade citoplasmatica e estado redox (redugédo — oxidacao) por meio da
reducao da glutationa. O outro produto da PPP é o fosforibosil pirofosfatase,
um substrato para a sintese de purinas para controle posterior da maturagéao
nuclear. Desta forma, a atividade da PPP dentro dos odcitos € importante
tanto para a maturagcdo nuclear, quanto para a citoplasmatica pelo
fornecimento de substratos para a sintese de purina e manutencao do estado
redox intra-o6cito (SUTTON-MCDOWALL et al., 2010).

2.4 SELECAO POR AZUL CRESIL BRILHANTE

Na busca por métodos néo invasivos de selecdo de COCs, o corante
Azul Cresil Brilhante (ACB) tem sido utilizado apds selecao morfoldégica com
resultados positivos quanto a producao de blastocistos em diversas espécies.

O ACB ¢é um corante vital que é reduzido a uma
substancia incolor pela da acdo de G6PDH e pode, portanto, ser utilizada para
mensuragao da atividade intracelular desta enzima (ALM et al., 2005).

O critério de selecao via ACB leva em conta a atividade da enzima
G6PDH, a qual participa ativamente do metabolismo de odcitos e sua atividade
€ marcada como sendo inferior em odécitos que atingiram seu didmetro final
(ALM et al., 2005).

Este teste facilita a selecdo dos obcitos completamente
desenvolvidos (corados em azul) daqueles em desenvolvimento (ndo corados)
(ROCA et al., 1998).

Apesar de ainda ndo ser completamente entendido de que maneira
a enzima G6PDH é capaz de degradar o corante no interior do odécito, tornando
seu citoplasma incolor, Alm et al. (2005) sugeriram que o ACB funcionaria
como um aceptor de elétrons durante a oxidagcdo da glicose-6-fostato e
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reducdo de NADP+ na presenca de suficiente atividade de G6PDH durante a
via das pentoses fosfato (PPP).

Assim, os o0citos que tenham atingido a sua fase de crescimento
possuem baixa atividade da G6PDH, nao sendo possivel reduzir o ACB a um
composto incolor, exibindo entdo um citoplasma de cor azul (ACB+) e os
oocitos em crescimento com atividade elevada da G6PDH, sdo capazes de
reduzir o composto azul, o que resulta em um odcito de citoplasma incolor
(ACB-).

Alguns estudos tém demonstrado que obécitos imaturos que
apresentam maior diametro (e menor atividade enzimatica de G6PDH), em
bovinos (ALM et al., 2005; PUJOL et al., 2004), caprinos (RODRIGUEZ-
GONZALEZ et al., 2003), suinos (SHOURBAGY et al., 2006) e camundongos
(WU et al ., 2007) sdo corados pelo ACB sem alterar a sua competéncia de
maturacao e fecundacgéao, constituindo uma ferramenta potencial de selecao de

oocitos mais competentes sem contudo prejudicar seu potencial de maturagéo.
2.5 SELECAO POR AZUL DE TRIPAN

O azul de tripan (AT) € um corante supravital, bastante utilizado para
a determinacao da viabilidade celular, baseando-se na perda da integridade da
membrana celular das células nao viaveis, causando a captacdo do corante
(MACIEL et al., 2002).

Visto que, a membrana plasmatica é responsavel pela manutencao
do equilibrio osmético, atuando como uma barreira entre 0 meio intra e
extracelular, lesbes nesta estrutura podem levar a perda da homeostase
celular, levando a morte da celula (FLESH e GADELLA, 2000).

A técnica de coloragcédo pelo AT define a morte celular como uma
alteracao nas propriedades da membrana, assim em uma célula morta este
corante se difunde rapidamente para dentro do citoplasma, enquanto que em
células vivas a membrana plasmatica ndo permite a penetracdo do corante
(SPIKES, 1998)
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Por ser um corante carregado negativamente e néo lipofilico, o AT
nao reage com a célula, ndo penetrando na mesma, a ndo ser que esta
apresente alguma lesdo de membrana (WILSON et al., 1969; BASTOS et al.,
2007). As celulas vivas, viaveis, ndo sédo coradas devido aos seus controles de
transporte transmembrana, que nao permitem a ligacao, e consequentemente a
passagem, do azul de tripan (DIB et al., 2009).

Ha antecedentes do uso do AT para determinagdo da viabilidade
celular durante a producdo in vitro em diversas espécies, porém essas
informagdes em bovinos sdo escassas (FILIPIAK e LAROCCA, 2012). O seu
uso ja foi relatado em células fetais germinativas (KATO e TSUNODA, 1996),
foliculos pré-antrais (JEWGENOW e STOLTE, 1996) e o6citos de hamsters e
bufalas (LEWIN et al., 1990; GUPTA et al., 2002).

2.6 SISTEMA IGF

Diversas evidéncias tém mostrado que um sistema formado pelos
fatores de crescimento semelhantes a insulina (IGF) e as proteinas de ligagao
de IGF (IGFBP) exerce importantes fungdes no controle do desenvolvimento e
atresia folicular em animais domésticos, estas podem ser encontradas nos
fluidos biolégicos e atuam inibindo ou potencializando a agdo dos dois tipos de
IGFs (IGF | e Il) nas células-alvo (MONGET et al., 2002).

O sistema IGF pode estar envolvido também na manutencdo e na
regressdo do corpo luteo, apds a ovulagéo, pois foi demonstrado um efeito
regulatério do horménio luteinizante (LH) sobre a expressédo do RNAm que
codifica o IGF | em corpo luteo de ovinos (HASTIE e HARESIGN, 2006).

2.6.1 IGF |

Os fatores de crescimento semelhantes a insulina | e Il séao
peptideos de baixo peso molecular, com similaridades estruturais e
metabodlicas a pro-insulina, conhecidos como somatomedinas. Eles sao

membros de uma familia de peptideos relacionados a insulina e podem
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participar na maturagcdo do odcito, ovulacédo, implantacdo e embriogénese.
(YOSHIMURA, 2003).

O IGF | e o IGF Il séo cadeias polipeptidicas simples (~7,6 kDa) que
retém 70% da homologia dos aminoacidos entre eles e uma homologia de 50%
com a estrutura da pré-insulina. A sequéncia de aminoacidos é altamente
conservada entre as espécies, mostrando que o IGF | apresenta 100% de
homologia entre humanos, suinos, ovinos e bovinos, e 96% para o IGF Il entre
humanos e bovinos (ODLE et al., 1996).

Embora tradicionalmente visto como um produto hepéatico, o IGF |
pode ser sintetizado em varios outros tecidos, nos quais desempenha
importantes papéis autocrinos e paracrinos (DAUGHADAY e ROTWEIN, 1989).

A sintese dos IGFs é regulada pelo eixo GH-IGF. O hipotalamo
secreta horménio liberador de horménio de crescimento (GHRH) e horménio
inibidor de horménio do crescimento (GH - IH) ou somatostatina. O GHRH age
na hipéfise anterior estimulando a secre¢cao de horménio de crescimento (GH)
que age primariamente no figado estimulando a produgao e a liberagéao de IGF
I. O GH é o principal estimulador da producao de IGF I, mas nao de IGF Il. A
secrecdo do GH também ¢é estimulada pela grelina, que é secretada pelo
estdbmago e hipotalamo (MARTINELLI JR et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2008).

O desenvolvimento folicular ciclico € dependente da cascata de
estimulacao gonadotréfica para regular o subsequente desenvolvimento das
células da granulosa. Os IGFs podem atuar isoladamente e o mais importante,
podem atuar em sinergia com as gonadotrofinas na estimulagdo de uma
variedade de fungdes das células da granulosa (MACHADO, 2007).

Estudos in vitro e in vivo, na espécie bovina, tém demonstrado a
participacao direta do IGF | e suas proteinas ligantes (IGFBPs) na dinamica
folicular, sendo esses 0s principais responsaveis pela divergéncia e posterior
dominéncia folicular (RIVERA et al., 2001; GINTHER et al., 2004).

Ginther et al. (2002; 2003), em suas pesquisas observaram que a
concentracao de IGF | no liquido folicular de bovinos esta entre 10 e 20 ng/mL,
e a variagdo desses niveis nos fluidos foliculares de foliculos de diversos
tamanhos é pequena, e as concentragdes medidas estdo sempre dentro de
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parametros que sao efetivos para estimular a proliferacdo celular e a

esteroidogénese nas células da granulosa in vitro.

2.6.2 Receptores de IGF |

O sistema IGF possui dois tipos de receptores, o receptor do tipo |,
ou seja, IGF-IR, e o receptor do tipo Il (IGF-1IR) ou IGF-ll/manose-6-fosfato
(ADASHI, 1998).

O IGF- IR é um heterotetramero que consiste de duas subunidades
a e duas R e possui uma expressiva homologia com o receptor da insulina
(LeROITH et al., 1995). As regides ricas em cisteina das subunidades a do
receptor de insulina e do receptor do tipo | de IGF sdo 64-67% homdlogas,
enquanto que os dominios da tirosina quinase das subunidades B sado 84%
homélogas. Em adicao ao IGF I, o receptor do tipo | de IGF também pode ligar
IGF 1l e insulina, embora com uma afinidade menor, bem como parece interagir
com as IGFBPs (MOHSENI-ZADEH e BINOUX, 1997).

O IGF-IR é o principal mediador das agbes semelhantes a
somatomedina, tanto do IGF | como do IGF Il. Em bovinos o IGF-IR é
expresso nas células da teca e da granulosa de foliculos pré-antrais e antrais
de bovinos, sendo a expressdao pelas células da granulosa maior em
comparacdo com as células da teca. O aumento na expressao de IGF-IR é
concomitante ao aumento dos receptores de FSH e LH enquanto os foliculos
crescem, sugerindo que o IGF | seja fundamental durante a diferenciacdo
precoce dos foliculos (STEFANELLO et al. 2006; ARMSTRONG et al. 2000).

Diferentes estimulos fisiol6gicos e patoldgicos afetam a expressao
do gene do receptor tipo | e sua ligacdo ao IGF |, como o status nutricional do
animal, que possui importante influéncia na expressdo e atividade de seu
receptor ( WERNER et al., 1992; LeROITH et al., 1995).
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2.6.3 Papel na maturacao oocitaria e desenvolvimento embrionario

Varios estudos tém demonstrado a importancia de fatores de
crescimento (FCs) produzidos pelo ovario na maturagdo nuclear nas diferentes
espécies de mamiferos. Entre os diversos FCs relacionados com agédo na
maturagao nuclear estdo o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF)
e IGF | (HARPER e BRACKETT, 1993).

O IGF | associado ao FSH regula a proliferacdo das células da
granulosa, expansao das células do cumulus oophorus e atuam na indugéo da
atividade esteroidogénica na regulacao folicular (ARMSTRONG et al., 1996).
Receptores de IGF | estdo presentes em COCs (NUTTINCK et al., 2004) e
embrides no estadio de pré-implantagdo (LONERGAN et al., 2000) sugerindo a
importancia deste fator de crescimento na fungéo oocitaria e embrionaria.

Varios autores demonstraram que o sistema IGF desempenha
importante papel na foliculogénese, participando do crescimento, dominéncia,
desvio e maturagao folicular (FORTUNE et al., 2004; GUTIERREZ-ADAN et al.,
2000; LOUHIO et al., 2000; ZHAO et al., 2001; ITOH et al., 2002) e oocitaria
(ITOH et al., 2002; WALTERS et al., 2006; LORENZO et al., 1994; SIROTKIN
et al., 2000).

Componentes do sistema IGF expressos em o0d6citos participam
acelerando o processo de maturacao nuclear e favorecendo a competéncia
oocitaria (SAKAGUCHI et al., 2002).

A adicao de IGF | ao meio de cultivo in vitro proporcionou um
aumento na taxa de producao de mérulas e blastocistos (PALMA et al., 1997;
PRELLE et al., 2001; MOREIRA et al., 2002; HERRLER et al., 1998; BLOCK et
al., 2003; SIRISATHIEN et al., 2003) e no numero de células no estagio de
blastocisto (MOREIRA et al.,, 2002; BYRNE et al.,, 2002; SIRISATHIEN e
BRACKETT, 2003; SIRISATHIEN et al., 2003), bem como reduziu a incidéncia
de apoptose embrionaria em humanos (LIGHTEN et al., 1998), em coelhos
(HERRLER et al., 1998), em ratos (LIN et al, 2003; FABIAN et al, 2004) e em
bovinos (LONERGAN et al., 1996; MOREIRA et al., 2002; JOUSAN e
HANSEN, 2004, BYRNE et al., 2002; MAKAREVICH et al., 2002). O IGF | nédo
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somente aumenta o numero de embrides que chegam ao estadio de
blastocisto, mas também acelera o desenvolvimento desses embrides
(MOREIRA et al., 2002).

2.7 INSULINA

A insulina é uma proteina de 6 kDa composta por duas cadeias
polipeptidicas ligadas por uma ponte dissulfidrica, sendo um potente horménio
anabdlico em diferentes tipos celulares (SALTIEL e KAHN, 2001). A insulina
estimula o transporte de glicose e aminoacidos (SUMMERS et al., 1999) e a
sintese de RNA, proteina e glicogénio (McGOWAN et al.,, 1995), além de
possuir propriedades mitogénicas e anti-apoptéticas (DALLE et al., 2001).

Existem diferencas estruturais na insulina entre as diferentes
espécies. A insulina bovina difere da humana por apresentar uma alanina
substituindo uma treonina nas posicées A8 e B31, e uma valina substituindo
uma isoleucina na posicdo A10 (TRENKLE, 1972). Estas diferengcas acabam
por conferir variagdes na massa molecular e ponto isoelétrico da insulina entre
as espécies. Porém apesar das diferencas, existe bioatividade cruzada entre as
insulinas, mesmo que em intensidade variada (LADISCH e KOHLMANN, 1992;
FERNANDES et al., 2007).

Juntamente com seus receptores, a insulina tém se mostrado
importante para os eventos relacionados a reproducao. Na espécie bovina,
demonstrou-se que a insulina, quando adicionada ao meio de maturacao in
vitro, acelera a progressao da meiose e tem efeito positivo na clivagem
embrionaria (BORTOLOTTO et al., 2001).

Estudos in vitro tém demonstrado que a insulina é um potente
estimulador da diferenciacao e esteroidogénese folicular (DISKIN et al., 2003).
De fato, trabalhos realizados com cultivos de células bovinas evidenciaram que
a insulina estimula tanto a mitose, quanto a producao de esteroides nas células
da granulosa, da teca e nas células luteais (GUTIERREZ et al.,, 1997;
STEWART et al.,, 1995; MAMLUK et al.,, 1999). Armstrong et al. (2002)

verificaram que as ceélulas da granulosa bovina sdo extremamente
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dependentes da presenca das concentracdes fisiologicas de insulina, onde foi
observado um aumento na produgéo de estradiol em pequenos foliculos antrais
(1 a4 mm).

Em meio quimicamente definido, o uso de insulina e IGF |
incrementam o percentual de embrides que atingem o estadio de mérula e os
indices de desenvolvimento embrionario (MATSUI et al., 1995; AUGUSTIN et
al., 2003).

Além disso, a insulina pode atuar beneficamente sobre o
desenvolvimento embrionario e subsequente fertilidade. Estudos in vitro tém
revelado que o desenvolvimento embrionario pode ser melhorado apés a
suplementacdo do meio de cultivo com insulina e IGF | (BYRNE et al., 2002;
MAKAREVICH et al., 2002; SIRISATHIEN et al.,, 2003), visto que estes
mediadores hormonais reduzem a apoptose celular (AUGUSTIN et al., 2003),
bem como promovem um aumento da proliferacdo celular em blastocistos
bovinos (BYRNE et al., 2002 ; MAKAREVICH et al., 2002).

Alguns estudos tém mostrado que a suplementacdo do meio de
maturagdo com insulina melhora a expansdo das células do cumulus e a
capacidade do odcito em ser fecundado in vitro (LORENZO et al., 1994; WEBB
et al., 1994).

2.7.1 Receptores

Os receptores para a insulina e IGF | possuem estruturas similares e
afinidade cruzada (HEYNER et al.,, 1993). No entanto, a insulina possui um
efeito metabdlico mais potente do que o IGF | (HADLEY, 1988). Na
foliculogénese, a insulina tem acéo na manutencao e crescimento dos foliculos
primordiais e primarios e, em baixas concentragbes, pode aumentar os indices
de formacao de foliculos primarios (YU e ROY, 1999).

Para desencadear seus efeitos nas diversas células a insulina atua
por meio da ligacdo com seus receptores de membrana (IR). O IR pertence a
uma familia de receptores de fatores de crescimento que tém atividade tirosina
cinase intrinseca, na qual se incluem o IR e o IGF-IR. Apds a ligacao da
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insulina com seu receptor, o mesmo sofre autofosforilagdo em mudltiplos
residuos de tirosina. Isto resulta na ativacdo da cinase do receptor e
consequente fosforilagdo em tirosina de uma familia de substratos do receptor
de insulina (IRS). As vias de sinalizagdo decorrentes da ligacao da insulina
com seu receptor sdo complexas e nos mostram a diversidade de efeitos que
esse horménio pode gerar nas mais diferentes células do organismo (SALTIEL
e KAHN, 2001; CARVALHEIRA et al., 2002). Entre esses efeitos estao
incluidas a regulacdo da diferenciagdo, crescimento, sobrevivéncia e
metabolismo celular (FANTL et al., 1993; CARVALHEIRA et al., 2002; KOKK et
al., 2005).
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3 HIPOTESE

A coloracdo dos odécitos bovinos, graus | e Il, pelo Azul Cresil
Brilhante (ACB) ou Azul de Tripan (AT), favorece a selecdo de odcitos mais
competentes para a producgao in vitro de embrides.

A adicao de IGF | e/ou Insulina ao meio de maturagédo in vitro de

odcitos, selecionados com auxilio de corantes vitais, incrementa as taxas de

producédo embrionaria in vitro e a qualidade destes embrides.
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4 OBJETIVOS

4.1 Geral

Avaliar a taxa de produgao embriondria in vitro, a partir de odcitos
bovinos selecionados por coloragdo com Azul Cresil Brilhante (ACB) ou Azul de
Tripan (AT) e maturados em meio suplementado com Insulina e/ou IGF I.

4.2 Especificos

Selecionar od6citos mais competentes para maturagédo in vitro pela

coloracdo com ACB ou AT;

Verificar o efeito da suplementacdo do meio de maturagcao com IGF |
e/ou insulina, sobre a taxa de produgdo embrionaria;

Avaliar a qualidade e quantidade dos embriées produzidos in vitro.
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5 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no periodo de Outubro 2012 a Janeiro
de 2013, no Laboratério de Reproducao Animal da Universidade Estadual do
Maranhao (UEMA).

Foram utilizados 155 ovérios, obtidos de fémeas bovinas abatidas
em abatedouro de Sao Luis - MA, portanto em fase aleatoria de ciclo estral. A
coleta foi realizada logo apdés o abate e evisceracdo, e 0s ovarios
acondicionados em garrafa térmica contendo solucado salina estéril a 0,9%,
previamente aquecida a temperatura de 37 °C, e imediatamente enviados ao
laboratério, em tempo nédo superior a 3 horas apds o abate. No laboratério os
ovarios foram lavados 2 vezes em DMPBS acrescido de antibidtico
(NUTRICELL®) & temperatura de 37 °C e mantidos posteriormente em banho-

maria a mesma temperatura.
5.1 Obtencao dos odcitos

Os foliculos entre 2 e 8 mm de didmetro foram puncionados
utiizando agulha 40x12 (19G) e seringa de 5 mL. O liquido aspirado foi
acondicionado em tubo de 15 mL mantido em banho-maria por 10 minutos para

sedimentacao dos odcitos.
5.2 Procura e selecao morfoldgica

O sedimento com odécitos foi recuperado com auxilio de pipeta de
Pauster e transferido para placa de petri, contendo DMPBS aquecido e liquido
folicular, para procura e selecdo dos odcitos, sob estereomicroscépio (Nova
Optical System LBX - 20). Os o6citos encontrados foram transferidos para
outra placa de petri, contendo DMPBS aquecido, com auxilio de micropipeta e
entéo classificados morfologicamente.
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Foram selecionados para coloracao e posterior maturacao, oécitos
de grau | e Il, segundo a classificagdo de Lonergan (1992), para os complexos
cumulus oophorus (COCs).

5.3 Coloracao dos COCs por Azul Cresil Brilhante (ACB) ou Azul de Tripan
(AT)

ApoGs a classificagcdo morfolégica foram selecionados 220 odcitos
destes, 115 COCs foram submetidos a coloracdo com ACB a 26 uM (B-5388,
Sigma, USA) diluido em DMPBS, a 38,5°C, 5% CO, e 90% de umidade
(condicdo de incubagao) durante 60 minutos. Ao término do periodo de
exposicdo os COCs foram submetidos a trés lavagens em solugédo de DMPBS
e divididos em dois grupos de acordo com a coloracado do citoplasma, ACB+
(citoplasma azulado), e ACB- (citoplasma incolor).

Os 105 COCs restantes foram submetidos a coloragdo por AT a
0,16% (C.L. 23850, VETEC, BRA) preparado em DMPBS, sob condigdo de
incubacgao por 10 minutos. Ao término do periodo de exposicao os COCs foram
submetidos a trés lavagens em solucao de DMPBS e divididos em dois grupos
de acordo com a coloracao do citoplasma, AT+ (citoplasma azulado), e AT-
(citoplasma incolor).

5.4 Grupos experimentais

Dos odcitos submetidos a coloragcao por ACB apenas os ACB+
foram utilizados no experimento, e subdivididos nos seguintes grupos
experimentais para maturagéo in vitro, com adigéo de IGF | na concentragéo de
10ng/mL (I-3769, Sigma, USA) e/ou Insulina na concentracao de 12 Ul/mL (I-
2643, Sigma, USA) e sem adigéo destes, conforme quadro abaixo:
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Quadro 1: Grupos experimentais conforme suplementagdo do meio
de maturacgao de oécitos submetidos a coloragcéao por ACB.

Grupo Composicao do meio
G1 Meio de maturacéo (Controle)
G2 Meio de maturacao + IGF |
G3 Meio de maturacao + Insulina
G4 Meio de maturacéo + IGF I+ Insulina

Os odcitos corados pelo AT foram divididos de forma semelhante ao
ACB, com adicao de IGF | na concentragéo de 10ng/mL (I-3769, Sigma, USA)
e/ou Insulina na concentracao de 12 Ul/mL (I-2643, Sigma, USA) e sem adi¢cao
destes, porém foram utilizados nos grupos experimentais 0os od6citos corados e

nao corados (AT + e —, respectivamente).

Quadro 2: Grupos experimentais conforme suplementagdo do meio
de maturacgao de oécitos submetidos a coloracao por AT.

AT + AT -
G1 — Meio de maturacao G5 — Meio de maturacao
G2 — Meio de maturacao + IGF | G6 — Meio de maturacao + IGF |
G3 — Meio de maturacao + Insulina | G7 — Meio de maturacdo +
Insulina
G4 - Meio de maturacdo + IGF I+ | G8 - Meio de maturagéao + IGF | +
Insulina Insulina

5.5 Maturacao oocitaria

O meio de maturagdo foi constituido por meio de maturacao
Nutricell® acrescido de 10% de soro fetal bovino (SFB). Os grupos de oécitos
foram submetidos a maturacao in vitro, conforme quadro 1 e 2, em placa de
petri contendo gotas de 150 pL de meio de maturacao e recobertas com 6leo
mineral autoclavado, previamente equilibrado por no minimo duas horas em
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incubadora com 5% de CO, a temperatura de 38,5 °C e 90% de umidade. Os
oocitos foram maturados nestas condi¢gbes de temperatura e atmosfera durante
20 a 24 horas. Decorrido o processo de maturacao os odcitos foram avaliados
sob estereomicroscopio para verificar a expansao das células do cumulus.

5.6 Preparacao espermatica e Fecundacao in vitro

Apo6s a maturacao, os oocitos foram submetidos a trés passagens
em meio de fecundacao Nutricell®, contendo 20uL de heparina (Nutricell®) e
30uL de PHE (penicilina, hipotaurina e epinefrina - Nutricell®). A preparacéao
espermatica foi obtida de um pool de sémen congelado, de partida unica e com
motilidade minima de 30% pds-descongelamento.

A separacao espermatica foi realizada em de gradiente descontinuo
de Percoll (Nutricell®), consistindo em 2mL de Percoll 2 90% e 2mL de Percoll &
45%, acondicionados em tubo cénico graduado de 15 mL, para posterior
centrifugacéo dos espermatozoides a 700 g por 30 minutos, utilizando-se 500
uL de sémen. Decorrido este periodo, o pellet formado foi transferido para outro
tubo contendo 1000 puL de meio de fecundacéo acrescido de heparina e PHE
(Nutricell®), na mesma concentracdo utilizada na lavagem dos odcitos, e
centrifugado por 10 minutos a 700 g. Apés o sobrenadante foi descartado e o
pellet ressuspendido em 400 uL de meio de fecundacao. Uma aliquota de 5 pL
foi retirada e diluida em 45 pL de agua para analise da concentracao
espermatica em camara de Neubauer e, calculo da dose inseminante utilizada

(2 x 10° espermatozoides/mL). Onde utilizaram-se os seguintes calculos:

Concentracao espermatica = n® de espermatozoides contados x 10
x 10 x 1000 = n? sptz/mL.

Espermatozoides viaveis = n® sptzmL x motilidade pés-
descongelamento.

Fator de diluicao = n? sptz viaveis : 150 (volume da gota).

Dose inseminante = 150 : fator de diluigéo.
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A dose inseminante foi transferida para as gotas de meio de
fecundacao contendo os odcitos e mantidos em incubagéo por 18 horas nas

mesmas condicdes utilizadas para a maturagao in vitro (D-0).
5.7 Cultivo embrionario

Apoés a fecundacao in vitro, as estruturas foram lavadas trés vezes
em SOF (Fluido Sintético de Oviduto - NUTRICELL®) acrescido de 5% de SFB
(NUTRICELL®) e apos transferidos para placa contendo gotas de 150 uL de
SOF + 5% de SFB (Nutricell®), previamente estabilizadas por no minimo 24
horas e recobertas com Oleo mineral autoclavado. As estruturas foram
cultivadas a uma temperatura de 38,5 °C, em atmosfera com 5% de CO; e
umidade saturada por um periodo de 8 dias. Decorrido o tempo do cultivo in
vitro, as estruturas foram avaliadas sob esteriomicroscépio, para avaliagdo da

qualidade e quantidade das estruturas que chegaram a blastocistos (D-8).
5.8 Analise Estatistica

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado,
e todos os tratamentos realizados simultaneamente.

Para execucao das andlises estatisticas dos dados referentes aos
oocitos corados por Azul Cresil Brilhante foi utilizado o procedimento PROC
GLM (General Linear Model) do programa estatistico SAS®, versao 9. Para
todas as analises considerou-se nivel de significancia de 5% (P<0,05).

Aplicou-se, a sequir, o teste ndo-paramétrico exato de Fisher, pelo
qual a frequéncia com que os odcitos submetidos apresentaram producao de
blastocistos, além da qualidade desses blastocistos foram associadas aos
tratamentos.

Para os odcitos corados pelo Azul de Tripan, os mesmos foram
submetidos apenas a uma analise descritiva, devido ao nimero reduzido das

unidades experimentais.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram utilizados durante o experimento 220 odcitos graus | e Il,
onde deste total 115 odcitos foram submetidos a coloragdo por Azul Cresil
Brilhante e 105 oécitos a coloracao por Azul de Tripan.

Do total de oécitos submetidos a coloracao por ACB, 92 (80%) foram
classificados como azul cresil brilhante positivo (ACB +) com o citoplasma
apresentando uma coloragdo azulada (Fig. 1), e 23 (20%) como azul cresil
brilhante negativo (ACB -) apresentando o citoplasma incolor, apds a exposicao

ao corante azul cresil brilhante em um tempo de incubagéo de 60 minutos.

N'.o
,..‘.

Figura 1: Odcitos corados por ACB,
demonstrando o citoplasma azulado
(ACB +)

Dos 105 odcitos expostos ao corante Azul de Tripan por um tempo
de incubacdo de 10 minutos, 73 (69,52%) foram classificados como AT+, por
apresentarem-se corados (Fig. 2) e 32 (30,48%) como AT- apresentando um
citoplasma incolor (Fig. 3), quando da analise dos mesmos sob
estereomicroscopio, apds 3 lavagens em DMPBS (NUTRICELL®).
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Figura 2: Odbcitos corados por AT, Figura 3: Odcito ndo corado por AT,
apresentando — se corado em azul (AT +) apresentando — se incolor (AT -)

by

Quanto a maturacdo oocitaria, todos o0s o00citos ao
estereomicroscépio apresentaram uma boa expansao das células do cumulus
(Fig. 4), sugerindo que esta ocorreu em todos os tratamentos utilizados,
mesmo nos grupos Azul Tripan +.

Figura 4: Odcitos apresentando expansao das células do
cumulus, apés o processo de maturagao in vitro.
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Segundo Avery et al. (2002) tal fato pode ser explicado, pela
retomada imediata da meiose apds a retirada do odcito do interior do foliculo.
Desta forma muitos od6citos em metafase 2 ndo sofrerdo adequadamente o
processo de capacitacdo, ndo apresentando a mesma competéncia para
continuar o desenvolvimento apds a fecundacdo, em comparagdo aos odcitos
maturados in vivo.

Os dados referentes a producdo e qualidade dos blastocistos,
correspondentes aos odcitos corados pelo ACB e submetidos a suplementacao
do meio de maturacao, encontram-se dispostos na tabela 1.

Tabela 1: Desenvolvimento embrionario in vitro de odécitos bovinos
selecionados pela coloracdo Azul Cresil Brilhante (ACB+), no D8 do cultivo, e
maturados em meio suplementado com IGF | (10 ng/ mL) e/ou Insulina (12Ul/
mL). S&o Luis — MA, 20183.

Grupos de tratamento

. IGF | +
Controle IGF | Insulina .
Insulina
Total de oocitos 23 25 24 20
Blastocistos (16) 69,56% (19) 88% (18)91,67%  (19) 80%

19)
Blastocistos graus 1 e ll (13) 69,56% (14) 72% (13) 83,33% (14) 75%

Dados analisados pelo teste Exato de Fisher (P > 0,05).

No dia 8 do cultivo embrionério, pode-se observar na avaliagdo sob
estereomicroscopio que o desenvolvimento embrionério foi bom em todos os
grupos tratados, com presenca de elevada taxa de producdo de blastocistos.
Notou-se um discreto aumento das taxas nos grupos que possuiam a presenca
de insulina como suplementacdo ao meio de maturagéo (Insulina e Insulina +
IGF 1), porem quando da andlise estatistica, ndo foi observada diferenga
significativa entre os diferentes tratamentos. Sugerindo desta forma que, a
coloracao por ACB foi capaz de selecionar os oécitos melhor desenvolvidos,
apresentando um adequado desenvolvimento embrionario in vitro, apds a
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fecundacao, nao ocorrendo aumento da taxa de producao de embridées quando
da suplementacédo do meio de maturagao in vitro.

Wongsrikeao et al. (2006), trabalhando com od0citos de suinos
observaram que a selecao de o6citos usando a coloragdo por ACB, melhorou
as taxas de maturagao nuclear, fecundagcdo monospérmica e desenvolvimento
embrionario subsequente, assim como uma melhoria da qualidade embrionaria.

Apesar de nao ter ocorrido diferenca significativa, pode-se notar que
houve um discreto aumento na producao de blastocistos e na qualidade destes
nos grupos suplementados com IGF | e/ou insulina, em comparacao ao grupo
controle, tal fato pode ter ocorrido pelo potencial mitogénico e anti — apoptético
desempenhados pela insulina e IGF .

A presenca de IGF | ou insulina no meio de maturacao acelera a
progressdao meidtica exercendo efeito positivo sobre as taxas de clivagem e
desenvolvimento embrionéario, incrementando desta forma a producdo de
blastocistos. Favorecendo também as taxas de fecundacgéao in vitro pelo efeito
da insulina sobre as células do cumulus (HERRLER et al., 1992; MATSUI et al.,
1995; BORTOLOTTO et al., 2001; SAKAGUCHI et al., 2002).

Quanto aos odécitos corados e nao corados pelo Azul de Tripan (AT+
e AT-, respectivamente), os mesmos foram submetidos a maturagdo em meio
suplementado com IGF | e/ou Insulina e ap6s a FIV avaliados quanto a taxa de
producéao de blastocistos e qualidade destes (Tab. 2).
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Tabela 2: Desenvolvimento embrionario in vitro de od0citos bovinos
selecionados pela coloragdo Azul de Tripan (AT+ e AT -), no D8 do cultivo, e
maturados em meio suplementado com IGF | (10 ng/ mL) e/ou Insulina (12Ul/
mL). S&o Luis — MA, 20183.

Grupos de tratamento

] IGF | +
AT+ Controle + IGF I Insulina ]
Insulina
Total de odcitos 16 26 14 17
Blastocistos (11) 68,75% (17) 65,38% (12) 85,71% (11) 64,7%
Blastocistos grauslell  (11) 68,75% (17) 65,38% (10) 71,42% (11) 64,7%
) IGF | +
AT- Controle - IGF I Insulina )
Insulina
Total de odcitos 5 4 9 10
Blastocistos (5) 100% (4) 100% (7) 77,77% (8) 80%
Blastocistos graus l e ll (3) 60% (2) 50% (7) 77,77% (5) 50%

Dados submetidos a analise descritiva.

Todos os tratamentos apresentaram uma elevada taxa de clivagem,
mesmo nos grupos de odcitos que coraram pelo Azul de Tripan. Courbiere et
al. (2005), relataram que os odcitos inviaveis (mortos) apresentam o ooplasma
de coloragdo azul escuro com células do cumulus translicidas. Ressaltando
ainda, que apesar da coloragdo por AT ser um método usual e rapido para
predizer a qualidade e viabilidade dos foliculos, este ndo proporciona um
estudo ultraestrutural do oécito. Portanto, mesmo a membrana sendo lisada por
um agente citotéxico, organelas citoplasmaticas podem ainda, manter sua
atividade fisiol6gica (VALADARES et al., 2007).

Podemos atribuir desta forma, que os odcitos AT+ podem ter
prosseguido o desenvolvimento embrionario in vitro, por apresentarem
preservadas as estruturas intracitoplasmaticas, que permitiram sua adequada
maturacdo, fecundacao e clivagem até alcancar a fase de blastocisto, apesar
da lesdo de membrana que permitiu a passagem do corante.
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Com a suplementacado do meio de maturagcao com insulina, pode-se
observar que ocorreu um aumento da taxa producdo e na qualidade dos
blastocistos oriundos dos odcitos AT+, e na qualidade dos blastocistos
oriundos dos o6citos que nao coraram (AT-), quando da exposicao ao azul de
tripan.

Resultado semelhante foi observado por Ocana-Quero et al. (1998),
que trabalhando com odcitos bovinos notou que com a suplementagéo do meio
de maturagdo com insulina (bovina ou humana), levou a um aumento nas taxas
de maturagéo in vitro, fecundacgéo e clivagem, quando odécitos com cumulus
intactos eram cultivados em meio de maturacéo definido acrescido de soro fetal
bovino.

Augustin et al. (2003) observaram que além da insulina melhorar as
taxas de clivagem e desenvolvimento de blastocistos, assim como o ndmero
total de células que atingiram essa fase, o principal efeito benéfico da
suplementacdo de insulina no desenvolvimento do blastocisto in vitro é a

reducéo nas taxas de apoptose.

41



7 CONCLUSOES

Nas condicées em que foi realizado o experimento, pode-se concluir
que o corante Azul Cresil Brilhante € um método eficiente no auxilio a selegéo
de odcitos mais capacitados para a producao in vitro de embrides.

A coloragcdo por Azul de Tripan, na concentracdo utilizada no
experimento, ndo foi capaz de diferenciar o6citos vivos e mortos de forma
adequada.

A adicao de insulina e IGF I, nas concentracdes testadas, nao
conferiram acréscimos muito acentuados a taxa de producao e qualidade dos

blastocistos.
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